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IN T R O D U C C IO N
T o d a  cé lu la  de c u a lq u îe r o rîgen  y n a tu ra le z a , se e n c u en tra
rodeada de una envol tu ra  que re c ib e  el n om bre  de m em brana c e lu la r ,
p ero  esta afirm acîon  tan Im portante y en ap arien c la  sen c îlla , no tuvo
existencîa en la lîte ra tu ra  c îentîfîca hasta la segunda mîtad del sîg lo  -
X I X .  F u é  N ageli ( l )  quien, con métodos 6pticos de observac ion
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re c ta , pudo a s e v e ra r  por v e z  p r im e ra  que las cé lu las  tenïan un Ifnil 
te d iscre te  que las envolvïa y le^ p roporc ionaba ind îv idualidad , al mis 
mo tiempo que co n tro lab a , de alguna m a n e ra , el tras iego  de s u s ta n -  
cias desde el in te r io r  y el e x te r io r  de la cé lu la . Y a  en las p o s tr îm e -  
r îa s  de la pasada cen lu ria  P fe ffe r  (2 ) y O verto n  (3 )  re a liz a ro n  e x -  
tensas exp erien c ia s  so b re  la perm eab ilid ad  de la cé lu la  a no e le c tro »  
lîtos, a tra v é s  de las cuales com prob aron  am pliam ente la ex is tencîa  « 
de una m em brana plasm atica y d escu b rie ro n  alguna de sus p ro p îed a »  
d e s . L a s  c a ra c te rfs tic a s  de perm eab ilid ad  les llevaron  a la conclusion  
de que el co lestero l y otros Ifpidos debîan e s ta r  im plicados en el p ro  
ceso de difusion de sustancias a través  de la m em b ran a , y p o r cons[ 
guiente s e rfa n  de algun modo constituyentes de la m ism a m em b ran a .
E n  las p r im e ra s  décadas de nuesti o s ig lo , C h a m b e rs  (4 )  y 
mas ta rd e  P low e (5 )  estab lec ieron  definitivam ente la existencîa de la 
m em brana c e lu la r , y su g îrie ro n  que su es tru c tu ra  debfa sen fluîda y 
e lâs tica . L a s  têcnîcas que les llevaron  a estas conclusîones es ta ban »
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basadas en m inuciosas m îcrom anipulacîones con huevos de e s tre lla s  
de m ar y células vegeta les  de dive rs a  n a tu ra le z a .
C on estos logros cientfficos y o tro s  p a ra le lo s  quedaba fue_ 
r a  de duda la p re s e n c ia  de una m em brana plasm atica en el Ifm ite exte 
r io r  de toda cé lu la , pero  su n a tu ra leza  continuaba slendo una incogm  
ta .  L o s  p rim e ro s  atisbos so b re  este p ro b lem a fueron debidos a O v e r, 
ton ( 3 ) quien preanuncio  que distintas m olêculas lipfdicas y el c o leste  
ro i debîan s e r  Integrarftes de la envo ltura  c e lu la r . S in  em bargo la -  
p rim e ra  aportacion re a l mente in teresante  no llegé hasta 1925. G o rte r"  
y G re n d e l (6 )  e x tra je ro n  los Ifpidos de e ritro c ito s  y los extend ieron  
so b re  una superfic ie  acuosa form ando una m onocapa. C o m p ara ro n  la 
sup erfic ie  de la m onocapa con la su p erfic ie  del e r itro c ito , lo que les 
perm îtié  deducir que los Ifpidos extrafdos deberfan fo rm a r  una bicapa  
en la m em brana c e lu la r .
Estudios de tensîones su p erfic ia le s  rîn d ie ro n  va lo res  mas -  
bajos que los esp erad o s  p ara  su p erfic ies  lip fd icas , en tan to que p r o -  
tefnas so lubilizadas e ra n  capaces de a s o c ia rs e  expo n ta n ea men te con -  
m onocapas de Ifpidos en una in te rfase  agua -  a ire  ( 7 ) .  E s tas  dos a fir  
m adon es indujeron a D anie lli y Davson (8 )  a suponer que la e s tru c ­
tu ra  de m em brana biolégica estaba com puesta de una bicapa lîpfdica » 
con las superfic ies  h idrofébicas en aposîcîon y las p o la re s  hacia el -  
e x te r io r  e in te rio r de la c é lu la , pero  re c u b îe rta s  de m olécules p ro td  
c a s . M ultip les p ro b lèm es surg i do s del estudio de perm eacîôn  c e lu la r
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im pusîeron  pronto una revis ion de este m odelo, y ya en 1956 S te în  
y D an ie lli (9 )  adm itieron  la ex is tencîa  de poros de n atu ra leza  p r o té[ 
ca que a tra v e s a n a n  la m em b ran a , dando asi una solucion a las d îf î-  
cultades de transporte  facilitado. E s ta  çolucîon estaba im plîcitam ente  
contenîda en el p rim itive  m odelo, como una necesidad de la fis io logîa  
c e lu la r , aunque su m écanism e no habia encontrado la oportuna form u  
laciôn ( 1 0 ) ,
L a  aparic ion* de las técnicas de m icroscopfa e lec tro n ica  -  
propo rc iono  pronto un notable a ce rvo  de conocim îentos acerca  de la 
m orfologîa de la m em b ran a . C o n  independencia del m ateria l es tu dl ado, 
las im agenes p resen tadas por los distinlos o b s e rv a d o re s , o frec ian  » 
una perfec ta  identidad. U na zona de baja densidad ocupaba el cen tro  
de la m em brana a un corte  tra n s v e rs a l y dos zonas de m ayor d e n ^  
dad la re c u b rîa n  a am bos lad o s . E l e s p e s o r total se  aprox im aba a » 
los 10 n m . R o bertson  ( i l )  identifico este com porta mien to cornu n de 
toda m em brana con el modelo de D a n ie lli y D a vso n , y le diô el nom
b re  de unidad de m em b ran a . L a  idea de la identidad esencial de toda
m em brana blologica fué extendida tambîén a organos s u b c e lu la re s , a!»
gunos de los cuales presentaban  una envol tu ra  que e r a  la contînuacion  
de la m ism a m em brana c e lu la r .
E l perfeccionam ienlo  de las técn icas m icroscopicas perm itio  
in tro d u c ir nue vas v a r ia n te s . E l  descubrim iento  de discontinuidades en 
las zonas c la ra  o densa de la m em brana hizo suponer la existencia de 
unidades de e s tru c tu ra  g lobular dentro de îa m em brana ( 1 2 ) ,  y la -
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com probacîén  de aspectos particu lados en las c res tas  m itocondria les  
sug îrîô  la posibilidad de una m em brana de e s tru c tu ra  particu lada ( 1 3 ) .  
A l mismo tiempo s u rg ie ro n  vo c es  desde el campo especulativo que -  
abogaban p o r una d istribucion m ic e la r de los Ifpidos, al me no s p a r -  
c ia l, en contraposic ion a la la m in a r defendida por D a n ie lli y D avso n  
( 1 4 ) .
Métodos bioqufmîcos suaves de d isgregacion de m em branas  
a p o rta ro n  evidencias so b re  la existencia de subunidades d iscrè tes  de 
p articu les  lip o p ro te icas , algunas de las cua les  estaban dotadas de ac 
tividad b io lé g ic a , y que convenientem ente m anejadas e ra n  capaces de 
ré g é n é ra r  un ap aren te  aspecto de m em b ran e .
E stos  hallazgos lle v a ro n  a G re e n  y col. ( 15 )  a la a firm a  
cién de que "toda la exp erien c ia  bioqufmica conduce a la tesîs de que 
los sistem as m acro m o lecu lares  estan constru idos de unidades repetiU  
v a s " . L o s  trabajos de G re en  fueron efectuados en m itocondria , pero  
las conclusîones han sido g e n e ra liz a d a s , y la idea de la subuni d a d , 
m antenida, aun dentro  de la g ra n  lieterogeneidad de partfculas lipopro  
te icas , p ro p o rc io n ad a  p o r el tratam iento con detergentes de distîntas  
m em branas b io lég icas.
L a s  ideas actuales s o b re  la constitucîon de la m em l^rana  
biolégica son abo rd adas  desde dos campo s netam enle d iferentes aun­
que s im ila re s  en im p ortan c ia ; las m odernas técnicas fisicoqufm icas y 
las aportaciones te é r ic a s  de la ciencia actual sobre to do I a te rm o  d î­
na m ica. Estudios de resonancîa  nuclear m agnética ( 1 6 ) ,  y de disperi
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sion ro ta to ria  optica y d icro ism o c irc u la r  ( 17)  con m em branas de e r l  
tro c ito s , indujeron a pen sar que p arte  de las p ro tem as de m em brana  
se encontraban envueltas en un ambiente no p o la r , hecho que c o n tra -  
decfa la hip6tesis de D anie lli y D avso n . T é c n ic a s  de c r io c o rro s iô n  -  
aplîcadas a tejidos biolôgicos han apuntado la probabilidad  de que el -  
centro de la m em brana no esta enteram ente ocupado p o r las cad enas  
p araffn icas  de las dos m onocapas de Ifp id o s , si no tam bién p o r p ro  tef­
nas de e s tru c tu ra  g lobu lar ( 1 8 ) ,  D entro  de las lim itaciones im puestas
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p o r el método experim enta l p a re c e  c o rre c te  pensar que algunas p r o -  
teinas a trav iesan  la m em brana de parte  a p a rte  y o tra s  a p a re cen  co­
mo in cru s tad as  dentro  de la zona hîdrofobica sin que alcancen to do el 
esp esor de la m em b ran a .
E stos  resu ltados e x p re s a rfa n  una nue va concepcîôn de la -  
m em b ran a , bicapa lipfdica con in te rru p c io n es  totales o p arc îa les  de -  
pro tefnas g lobulares a lo largo de toda su s u p e rfic ie . T  al idea que -  
puede c o n s id e ra rs e  anticipada en los p o ro s  p ro téîcos de S tein  y D a ­
nielli (9 )  ha encontrado un notable apoyo en los estudios de d if r a c -  
cion de ra y o s  X  ( 1 9 )  y en estudios de m odificacion de com po nentes-  
de Ifpidos de m em brana (20) . S eg û n  esta inform acion un :^ 0% de la -  
capa lipfdica de la m em brana de e ritro c ito s  esta în te rru m p îd a  p o r  ma_ 
teria l p ro té ic o . N o  tenem os un conocimiento preciso  de como las pro  
tefnas se in tercalan  con los Ifp idos, no obstante m étodos de m a rc a je  
de protefnas de m em brana nos han confirm a do en la opinion de que -  
un as se encuentran especfficam ente en la c a r  a in te r io r ,  o tras solo en 
la e x te r io r  y o tras  estan p ré s e n te s  en las dos (21)  .
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E l modelo D an ie lli y Davson suponia que la parte  h id ro foU  
ca de los Ifpidos ocupaba el cen tro  de la m em brana y la parte  ionica  
se encontraba re c u b ie rta  p o r capas de p ro te fn a . E s  indudable que -  
los Ifpidos in teraccionan en tre  sf como lo dem uestran las trans ic io nes  
de fase com probadas en A cholep lasm a la îd law ii ( 2 2 ,  23) . E s c h e ric h ia  
coli ( 2 4 ,  25) y m em branas de o rgan ism es s u p e rio re s  ( 26 ,  2 7 ) .  F e -  
nomeno radicado en una in teracc ion  d irec ta  y coo perativa  de las c a ­
denas h id ro c a rb o n a d a s ,d e  g ran  num éro de carbones ( 2 8 ) .  P e ro  e s ­
te fenomeno es independiente del estado de monocapa o bicapa que -  
pueden ado ptar los Ifpidos, ya que transic iones de fase o c u rre n  iguaj. 
mente en m ateria les  h id rocarbo nados p u re s  ( 2 9 ) .
A p ro x im ac io n es  con difraccion de rayos X  (19)  y m a r c a -  
d o res  de spin (30)  han aportado una con s id erab le  evidencia en favo r  
de la form acion de b icapas en un notable num éro de m em branas bio­
log icas. E n tre  un 80 y un 84% de la fracc io n  de Ifpidos en p ro b ab le  
estado de bicapa han sido calcu lados p a ra  A cho lep lasm a (31)  y reticu  
lo sarcoplâsm ico  de mûsculo de cone je , respectivam ente  (32 ) , M e d i-  
das flu o rîm étrîcas  con m em branas de E . coli ( 33) han rendido un 80% 
de Ifpidos totales que parlic îpan  en la transic ion  de fase y un 42 , 5%  
de Ifpidos de m em brana que ai mismo tiempo partic ipan  en la tra n s i­
cion de fase y son accesib les al 1 -an ilino  nafta leno-8-sulfonato  desde  
la fase acu o sa . E l 20% de Ifpidos que no partic ipan  en la trans ic io n  de 
fase deben estar intim a mente acoplados a las m olêculas p ro té icas  in te -
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gran tes  de la m em b ran a . E s to s  resultados exp érim enta les  apoyan la 
idea de que una g ra n  cantidad de Ifpidos se encuentran en fo rm a  de 
b icapa , p e ro  tambîén ponen de manifiesto que un tan to por ciento no 
d es p rec iab le  son acces ib les  a la fase a c u o s a , lo que contradice los 
prîm itivo s  esquem as de la e s tru c tu ra  de la m em b ran a .
C o n s id e raciones de tipo teorico  y en esp ecia l term odînam ico , han im  
puesto una s e r ie  de condiciones a cua lqu ier intento de modelo e s tru c  
tu ra l, sim plem ente basâdo en hechos exp érim enta les  ( 3 4 ,  35,  3 5 ) .  -  
E s ta s  con s îd erac iones  son ap lîcadas a la m em brana como consecuen  
c ia  de una extrapo lacion  de estudios deta llados, llevados a cabo con 
sistem as m acro mol ecu la re s  m as sen cillos . Com o prînc ip io  se adm ite  
que toda disposîcion espacial de los constituyentes de una m em brana  
biolégica ha de s e r  ta l, que re p ré s e n te  un estado e s ta c io n a rio , c o n -  
un mihimo de energ fa  lib re . D e  aquf podem os con c lu ir siguiendo a -  
S in g e r  ( 3 4 ) ,  que to do s los g ru p o s  iénicos y al ta men te po lares depejn 
dientes de Ifpidos o de protefnas deberan e s ta r  en contacte con la -  
fase a c u o s a , que las cadenas paraffn icas de los âcîdos grasos y los 
residuos no po lares de los am inoacidos d eb eran  e n c o n tra rs e  a le jados  
del ag u a , llevando al maximo sus in teraccîones h idrofébicas y que de 
ben e s ta r  al ta men te favorec idos to do s los en laces de hidrégeno cuyos  
in tégrantes no estan en contacte con el ag u a .
A  la luz de las aportaciones exp érim en ta les  a que hem os he 
cho r e fe r e n d a  y de las re s tr ic c îo n e s  term odinam icas que acabam os de 
e n u m e ra r , ha perd ido validez el modelo de Danielli y Davson que no
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se  ajusta a la d istribucion de protefnas y Ifpidos que împonen los cono 
ci mi en to s m o d ern es , ni re p ré s e n ta  un estado de en e rg fa  libre m fnîm a. 
C on la idea  de d a r  satîsfaccion a las im posiciones de los nuevos a d e -  
lantos cientfficos nacio el modelo de Benson (3 7 ) en 1968. S uponfa  la 
d istribuc ion  de las' pro tefnas en form a globular a lo la rg o  de to do el in 
te r io r  de la m em b ran a , m ien tras que los Ifpidos, cuyos grupos po la­
re s  e s ta rfa n  en contacte con el agua, in terca laban  sus cadenas p a ra ­
ffnicas con las cad en ae  de las p ro te fnas . E s te  modelo justifîca satisfaç  
to riam en te  los requerim ien to s  te rm o d in am îco s , pero  contradice los c o -  
nocim ientos actuales so b re  la disposicion de los Ifpidos ( 19,  3 0 ,  31 ,  
3 2 ,  33)  . E s  un hecho sostenido p o r una am plia base experim enta l -  
que un elevado tan to p o r ciento de Ifpidos de m em brana se encuentran  
en fo rm a de b icapa. P o r  esta ra zo n  el modelo de B enson no p a re c e  
d a r  cuenta de una o rg an izac io n  de los com ponentes de la m e m b ra n a , 
que re fle je  lo que o c u r r e  en la rea lid ad .
E n  el momento actual solo existen  dos m odelos de m em bra  
na que reco g en  las aportac iones mas re c îen tes  de la ciencia en una 
com pleja o rg an izac io n  m acro m o lecu lar y term odinam icam ente dotada -  
con la m axim a estabilidad dentro del medio acuoso en que se encuen  
tra  toda cé lu la  v iv a . E stos  m odelos son debidos a G re e n  y S in g e r .
E l p r im e ro  fué propuesto in ic ialm ente el aho 1966 ( 3 8 ,  15) y ré v is a  
do con p o s te rio rid ad  en v a r ia s  ocasiones ( 3 9 ,  3 6 ) .  E l de S in g e r  data 
en su fo rm a  p rim îtiva  del mismo aho ( 40)  pero  en sucesîvas re v is io -  
nés ha su frid o  una notable transfo rm acion  ( 41 , 3 4 , 3 5 ) .  En  su ultima
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form a de expresîon el modelo de G re e n  ( 36 )  ha sido denominado por 
su au to r como modelo de unidades repetîtivas  de e s tru c tu ra  y funciôn 
y el de S in g e r  ( 35)  como modelo de m osaico fluido. A m bos coînciden  
en aspectos e s e n c ia le s , si bien d ifieren  am pliam ente en muchos d e ta -  
lles c o n c re te s . C am o puntos de coincidencia podemos e n u m e ra r los -  
sîguientes:
a ) C las îficac io n  de las protefnas de m em brana en în trfnsecas y extrfir 
secas  (42)  o in tég ra les  y p e r ifé r ic a s  ( 3 5 ) .  I—as protefnas e x tr fn -  
secas  o p e r ifé r ic a s  se c a ra c te r iz a n  p o r  su solubilizacion m olecu lar  
con tratam ientos suaves com o cambios de fu e rza  ionica y agentes  
que lan tes , por su facil solubilidad en sol ventes acuosos y p o r  la 
ausencîa  de Ifpidos aso c iados . L a s  în trfnsecas o in tégra les requ ie  
ren  tratam ientos drasticos p a ra  d is o c ia rla s  de la m em brana , f r e -  
cuen te mente estan asociadas con Ifpidos y son poco solubles en -  
solventes acuosos. Solo  las protefnas m encionadas en segundo lu 
g a r se  consideran constituyentes in tégrantes de la es tru c tu ra  de la 
m em brana b io lég ica .
b) L a s  protefnas in trfnsecas son bîm odales (36)  o anfipaticas ( 3 5 ) .  
S e  tra ta  de p ro te fnas  g lo b u lares  con una elevada p ro p o rc îén  de es 
Iru c tu ra  ^ -h é lic e  (43)  ; los grupos sup erfic ia les  de un ex trem e  
p o la re s  y los del otro esencialm ente no p o la re s . L a  regién p o la r  
c o m p re n d e , adem as de los res tes  iénicos de am inoacidos, los r e ^  
duos a! ta men te p o la res  de los a zü c a re s  unidos a las p ro te fnas .
c) L a s  in teracc îones prédom inantes en la m em brana , al mono s eu a n -
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tîtatîvam ente, p a re c e n  s e r  de protem as con p ro tem as  y de Ifpidos  
con Ifp idos. E s to  no q u ie re  d e c îr  nada en m erm a de las In te ra c -  
cîones Ifp id o -p ro te fn a , cuya com bînacion confiera estabilidad a la 
m e m b ra n a . A s f lo dem uestra  el hecho de que los fosfolfpidos se  
combinan râp idam ente con pro tefnas de m em brana lib res  de Ifpidos 
( 4 4 ) . Tam poco contradice la exp erien c ia  de que enzim as unidos a 
m em brana y antfgenos necesiten  de fosfolfpidos especfficos p a ra  su 
activ idad (45)  , ni ^  de que la n a tu ra leza  de los àcidos g ra s o s  in 
c o rp o ra d o s  a los fosfolfpidos tengan efectos so b re  la funcion de a[ 
gunas protefnas ligadas a m em branas bac terianas  ( 46)  . S o lo  quie 
re  re a f irm a r  que la m ayor p ropo rc iôn  de Ifpidos constituidos en -  
bicapa no se em p are jan  fuertem ente con las p ro te fnas  de la m em - 
b ran a  en tan to que una fracc io n  m enor mantîene in te racc îones mas 
fuertes  y especfficas con determ in adas p ro tefnas .
U n a  vez  resehados estos puntos de convergenc ia  de los dos 
m odelos, p rese n ta rem o s  las notas esencia les  de cada uno en p a r t ic u la r .
E l modelo de m osaico fluido co n s id é ra  la m em brana com o un 
mosaico en el que las m olêculas pro té icas g lobulares que pueden s e r
lipoprotefnas o g licoprotefnas a lte rn an  con secciones de bicapas fosfo li- 
pfdicas. P o r  su n a tu ra le za  anfipâtîca las protefnas son asi met r i  cas e s -  
tru c tu ra lm e n te . U n a  rnolécula in tegra l de protefna con su fo rm a , tamaho 
o agregado de pro tefnas  e s tru c tu ra le s  puede a tra v e s a r  toda la m em b ra ­
ne , teniendo enfonces dos reg io n es  en contacte con la fase acu o sa  de 
ambos lad o s . D e acu erd o  con e s to , la d ife ren c ia  e n tre  protefnas no es
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obstaculo p a ra  que sean  in tégrantes de m em b ran a , s iem p re  que su corn 
posicion de am înoécidos les p e rm ita  ado p tar una e s tru c tu ra  an fipâtica . -  
Razon que vale îgualm ente p a ra  distinguîr protefnas de m em brana de -  
protefnas p e r ifé r ic a s  o sim plem ente so lu b les . L o s  Ifpidos en el modelo 
fo r  man fundamental men te b icapas in te rru m p id as , con los grupos îonicos 
en con ta cto con la fase acu osa , aunque una pequeha porcion de ellos » 
debe e s ta r  mtim am ente asociada con las protefnas in té g ra le s . L a s  intej2 
acciones p ro te fn a -p ro te jn a  o c u rre n  entre  com ponentes in tégrales y p e n  
fé r ic o s , o entre  subunidades de protefnas in tégrales con form acion de un 
agregado com plejo. L a  m atriz  de la m em brana esta constituida en esen  
cia por los Ifpidos. E l esp eso r de la m em brana puede s e r  v a r ia b le , -  
desde la zona com puesta solo de Ifpidos a la que esta constituida p o r  
pro te fnas . E l prom edio  del e s p e s o r coincide en to do caso con los d a -  
tos exp érim en ta les .
E s ta  sucinta exposicion perm ite e n tre v e r una m em brana dina 
m ica, funcional, ausente  de r ig id e z , que da razon de to dos los datos 
exp érim enta les  o b servad o s  y que esta de acuerdo con las consideracio  
nés term odinam icas an te rio rm e n te  anunciadas.
L a s  ideas basicas del modelo de unidades repetitivas de es ­
tru c tu ra  y funcion podem os re d u c ir la s  a los siguientes puntos e n u m e ra -  
dos p o r su propio au to r (36)  : a)  L a s  protefnas in trfnsecas son bimo
dales', b) grupos de protefnas in trfnsecas for man complejo s que son
las unidades de e s tru c tu ra  y funcion; c ) las m em branas estan co m - 
puestas p o r  "dom inios" de p ro te fnas  y Ifpidos interconectados; d) los
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"dom inîos" de pro tefna son g ru p o s  de com plejos asociados; e ) corn 
plejos asociados con fosfolfpidos fo r man las unidades de b iogenesis de 
m em brana; f) los do minios de protefnas p ropo rc ionan  la base es tru c  
tu ra l p a ra  la cooperativ idad  de la m em brana; g) el complejo que es  
la unidad ultima de la m em b ran a , es posiblem ente el lazo de union en 
tre  el p ro ce so  h e re d ita r io  y la m ism a m em b ran a ; h) la e s tru c tu ra  
de los com plejos es la responsable  de la m ayorfa de los p ro ce so s  -  
qufmicos y ffsicos de 1^  m em b ran a .
E s ta s  a firm ac io n es  im plican que la m em brana esta in te g ra -  
da por g ran d es  extensiones de com plejos lipoprotéicos asociados unos 
a contînuacion de o tro s  que constituyen los do minios de la p ro te fn a . -  
A re a s  inm ediatas de m em brana estan com puestas to tal mente de Ifpidos 
en form a de bicapa que son los do minios de los Ifp idos. Una sucesion  
alternante de do m inios compléta la e s tru c tu ra  de la m em b ran a . E l o r -  
den de las protefnas dentro del complejo es esencial y determ inado ge 
néticam en te , de tal m anera  que las pro te fnas  individuales nunca consU 
tuyen una unidad de e s tru c tu ra , de funcion o de b iogenesis .
G re e n  es consciente de la r ig id e z  de este modelo, p o r  ello
admite com o posible c ie rta s  v a riac io n es  en la e s tru c tu ra  de las subun[ 
dades del complejo e incluso en !a gaom etrfa de los do minios p ro té ico
y lipfdico. Adm ite tam bién que , aunque los com plejos son las unidades
repetitivas del dominio de la p ro te fn a , puedan ex is tir protefnas in trfnse
cas individuales dotadas de m ovilidad a tra v é s  de los do minios de los
fosfolfpidos.
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L a  disposicion g e n e ra l de todos los com ponentes de la mem  
b ra n a  se adecua perfectarm nte a las ex igencias exp érim enta les  y a las 
co n sid erac iones te rm o d in am icas , al igual que en el modelo de mosaico  
fluido. S in  em bargo presentan algunas d ife ren c ias  que vamos a c o n s i-  
d e r a r .
L a s  p ro tefnas  in té g ra le s  de S in g e r  se d îstribuyen  a lo iaj2 
go de la m em brana form ando com plejos de dislintos tamahos o incluso  
estando a is ladas en la J^icapa de Ifpidos, sin mas exigencias de o r d e -  
nam ientos. L a s  p ro tefnas  in trfn secas  de G re e n  se in tegran  en com ple  
Jos bien definidos y estos en do minios con c a ra c te rfs tic a s  inm anentes  
e incam biab les.
E l modelo de G re e n  supone una unidad base de c o n s id e ra ­
ble com plejidad que constituye el bloque mini mo con el cual se edifica  
la m em b ran a . E l modelo de m osaico fluido no p ré c is a  ninguna entidad  
especialm ente e lab o rad a  p ara  la construccion de la m em b ran a . L a s  -  
protefnas in tégra les (lipoprotefnas o g licoprotefnas) son el sop orte  de 
to do el ed ific io .
L o s  fenom enos cooperativos  encuentran  en el modelo de 
G re e n  una facil exp licac ion . L a  m em brana total puede c o n s id e ra rs e  co 
mo un m acroo ligom ero  cuyos proto  me ros  son los com ple jos. C o n  esta 
aprox im acion  los p ro ce so s  cooperativos pueden s e r  rap idos y e ficaces . 
G re e n  adm ite dos tipos posibles de coo perativ idad , e n tre  las protefnas  
del com plejo y de los com plejos en tre  s f. E l modelo del mosaico se -  
aparta  de las c a ra c te rfs tic a s  de sirnetrfa que impone la teorfa a lo s té rîc a  
de Monod y co l. ( 4 7 ) .  E l m ecanîsm o cooperativo  ha de buscar su ex
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plicacîon en la flu îdez de la m em brana que perm ite  la m ovilidad t ra n s -  
lacional de las p ro tem as in té g ra le s .
C on estas acotaciones ultimas creem o s  h a b e r m encionado los 
puntos m as re levantes  de am bos modelos de m em b ran a , ya que no e ra  
nuestro intento h a c e r una exposicion detallada de e llo s . Solo  hem os -  
querido p re s e n te r sus lineas g é n é ra le s , sus aspectos mas s o b re s a lie n -  
tes .
T  ras  una rap îda  vision de los p rim e ro s  es fu erzo s  p o r  delec  
ta r  la ex istencia  de una m em brana ce lu la r y por d e s c u b r ir  las in tegran  
tes mas elem entales que la com ponen, hem os presentado de fo rm a  s o -  
m era  los modelos m as significativos y sus constantes rev is iones impues  
tas por las  nue va s aportaciones de la c ie n c ia . A s f llegam os al modelo 
unitario de es tru c tu ra  y funcion y al modelo en m osaico fluido. C o n  -  
ello hem os intentado que los nuevos aspectos del estudio de la m em bra  
na que vam os a p re s e n ta r  encuentren  en esta exposicion su base  y su 
natural punto de p a r t id a .
L a  e s tru c tu ra  de m em brana que acabam os de e x p o n e r, cons 
tituye el modelo u n iv e rs a l, y n o rm al men te el ünico Ifm ite que s é p a ra  el 
citoplasm a ce lu lar del am biente e x te r io r .  P e ro  esto solo acontece en -  
los o rg an ism es  mas d e s a rro lla d o s . L a  necesidad de ré u n ir  en un orga  
nîsmo u n îce lu la r muchas funcîones que, en s e re s  s u p e rio re s  desem pehan  
células e s p e c ia liz a d a s , y de m antener la su p erv îven c ia  trente a arnb ien-
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tes de d iv e rs e  g rado  de hostîiidad, ha orien tado  la evolucîon hac ia la 
form acion de com plejos s istem as cuya e s tru c tu ra  y funcion estan inti­
ma men te re lac io n ad as  con la m em brana del m ic ro o rg an ism o . A s i nos 
encontram os con la eno rm e com plejidad de la envol tu ra  de las b a c te -  
r ia s  G ra m  negatives . D esde los p rim e ro s  estudios m orfologîcos ( 48 ,  
49) y bioqufmicos ( 5 0 ) ,  quedo bien patente la d ivers id ad  de e s tru c tu -  
ra s  y com ponentes que la in te g ra n . Esencia lm ente  estudiada en E . c o li. 
p résenta  una imagen rq u ltilam în ar. A l m icroscopio  electronico o fre c e  el 
aspecto de poseer dos unidades de m em b ran a , una e x te r io r  y o tra  in 
te r io r .  P e r o  la re a lid a d  es todavîa mas com pleja puesto que e n tre  am  
bas m em branas se encuentra una capa in te rm ed ia , responsable p ro b a -  
blemente de la form a de la b a c te r ia , e im plicada en in te racc îones con 
una zona lîpoprotéica que la en vu e lve .
P artiendo  del e x te r io r  de la b a c te ria  hacia el in te r io r , pode­
mos d is tingu îr las siguientes e s tru c tu ra s  bien c a ra c te rîz a d a s :
a . -  U n  complejo form ado p o r lip o p o lisac arid o s , Ifpidos y p ro te fn as . 
S u s  cadenas lipop o lisacarîd icas  constituyen los Ifm ites mas ex te r  
nos de la sup erfic ie  c e lu la r (51)  y son responsab les de prop ieda  
des antigén icas. E s te  com plejo re p ré s e n ta  la m em brana e x te r io r .
b . -  U n a  capa de lipopro tefnas , re lac ionadas con la m em brana externa  
m ediante abundantes în teracciories  de c a ra c te r  ionico e h id ro fob icc .
c . -  U n  peptidoglicano sem ejante al de las g ram  p o s itivas , rfg ido y co 
valentem ente ligado a la lipoprotefna ( 5 2 ) .
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d . -  U n a  m em brana p lasm atica , responsable  de g ra n  num éro de fun­
cîones biologicas y exp res îo n  de la m em brana c e lu la r  tipo.
L a  entidad mas re c ie n  te mente descublerta  es la capa lip o -  
pro té ica  cuya funcion es poco conocida, aunque se p iensa que debe  
ju g a r un im portante papel en la union del lipopolisacârido  a los res tan  
tes com ponentes su p erfic ia les  ( 5 3 ) .
E l térm ino p a re d , aplîcado a b ac te rias  g ra m  neg ativas , -  
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com prende la m em brana e x te r io r ,  la capa lîpoprotéica y el peptidogJH 
cano . L a  trabazon de estas trè s  entidades esta aseg u rad a  a tra v é s  
de las lipoprotefnas în te rm ed ias .
E l conocimiento de cual fuera la n a tu ra leza  de cada una de 
estas e s tru c tu ra s  ha chocado s iem p re  con la misma dificultad; o b ten er  
las  a is ladas  de las d em as . E l  p ro g reso  de las técnicas de s e p arac îo n  
y* fraccionam iento de los ùltim os ahos, nos ha perm itido  d e s c o r re r  un 
poco el velo  de n u e s tra  ignoranc îa  y a d q u ir ir  una lig e ra  co m p re n s îo n  
de la v e rd a d e ra  re a lid a d  de ta ies  e s tru c tu ra s .
F o rs b e rg  y co l. ( 5 4 ,  55)  a is la ro n  y cuantîficaron trè s  capas  
de la p a re d  de una Pseudom ona m arin a . D e  afuera a dentro las denom i-
naron capa débilm ente unida, doble e s tru c tu ra  e x te r io r  y capa sub yacen te . 
E n  conjunto incluian todos los com ponentes de la pansd a excepcion  de 
peptidoglicano y daban cuenta del 5 . 8 ,  8 . 7  y 6.2% del peso seco  de la 
b a c te r ia , resp ectivam en te . T o d a s  posefan protefnas aunque en distintas  
p ro p o rc io n e s , siendo la mas abundante la doble e s tru c tu ra  e x te r io r .  L a s  
hexosam inas, en cam b io , p repo nderaban  en la capa débilm ente u n id a , que
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a su v e z  e r a  la p a rte  mas p o b re  en contenido p ro te ic o . L a  com posicion  
en am înoécidos no m ostraba d ife ren c ias  a pa ren  tes de una fracc ion  a o tra .
L o s  resu ltados a n te r io re s  o fre c e n  una visiôn p arc ia l de los 
com ponentes mas e x te r io re s  de la e n v o ltu ra , pero  no p e r mi ten un estu­
dio c o m p a ra tivo e n tre  la m em brana e x te r io r  e in te r io r .  F u e  M iu ra  y co l. 
( 56 )  qu ienes por v e z  p r im e ra  d ispusieron de fracc io n es  enriquec idas en 
m em brana in te rio r y e x te r io r .  L a  p r im e ra  presen  ta ba la m ayor p ro p o r-  
cion de Ifpidos y m u c h &  enzim as  con s id eradas  como de m em brana plas 
m atica ( A T P a s a ,  succfnico desh id ro genasa N A D H 2 desh idrogenasa y 
c ito crom os) en tan to que la ultim a estaba com puesta p o r  una m ayo r can 
tidad de h idratos de carbono y care c fa  de m a rc a d o re s  de m em brana ç l 
top lasm ica . L a  cantidad de p ro tefnas  e ra  sem ejante en am bas.
Cuando S chnaitm an (57)  ana lizo  las p ro te fnas  totales de la 
envoltura  de E . coli d esn atu ra lizad as  con S D S ,  se encontre con que el
num éro de bandas de protefna oscllaba e n tre  20 y 3 0 ; pero existfa  una
p réd o m in an te , de peso m o lecu lar 44000, que respondfa del 40% de toda
la protefna so lu b ilizad a . Aunque con d ife re n c ias  con sid erab les  de e x p e -
r i men to a exp érim en te , S h a p iro  y co l, ( 58 )  y S ic c a rd i y co l. ( 59) o b -
tienen unos patrones proteicos de envo ltura de E . c o l i . cuyas bandas p re
dom inantes se encuen tran  a ire d e d o r  de pesos m o lecu lares  de 300 00 ,  con
notables variac io n es  dependiendo de las condiciones de so lub ilîzac ion .
terac iones en la tem p era tu ra  de desnaturaüzaciôn  p o r S D S  de toda la en
vo ltu ra  b a c te ria n a , ocasionan reag re g ac io n  de bandas cerc an as  a una -
m a y o rita r ia  de peso m olecular 4 8 0 0 0 , o el proceso inverso  cuando la
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te m p e ra tu ra  descîende de 100 a 70&C ( 60 )  . E n  c u a lq u îe r caso el p re ­
do minio de un determ inado tipo de protefna de peso m olecu lar proxim o a 
40000 p a re c e  fuera  de duda. U rg fa  una sep arac iôn  de las fracc io n es  in­
te rn a  y e x te rn a  seguida de un analis is  m as rig uroso  de los com ponentes. 
L a  técnica de M iu ra  y co l, ( 5 6 )  perm itio  a S chnaitm an  (61)  p r e p a ra r  
e sas  fra c c io n e s . E l  analisis de protefnas reve lo  34 bandas en total, de 
las que 27 pertenecfan  a la fra cc io n  enriquec ida  en m em branas y solo 7 
a la fra cc io n  rica  en ccfmponentes de p a re d . E n tre  estas siete se encon 
traba  la de peso m o lecu la r 44000  que daba cuenta del 50% de las protef 
nas de esta  fra cc io n . L a  fracc io n  de m em brana contenfa adem as de un 
te r  cio de la protefna total de la c u b ie rta , la mitad de los fosfolfpidos y 
las enzim as  re s p ira to r ia s . L a  fraccion  de p ared  estaba com puesta de -  
los dos te rc io s  res tan tes  de p ro te fn a , alto contenido de lipopolisacaridos  
y fosfolfpidos. E s tos  resultados perm itfan suponer que las im agenes que 
se tenfan de la m em brana e x te r io r  por m icroscopfa e lec tro n ica , respon  
dfan a una v e rd a d e ra  es tru c tu ra  de m em b ran a , si bien mas sim ple que 
la p lasm atica , teniendo en cuenta la poca va ried ad  de p ro te fn as .
E l p ara le lism o  e n tre  estos datos y o tros logrados p o s te r io r -  
mente en estudios s im ila res  es évidente, L a  sep arac iôn  de las m em bra­
nas e x te rn a  e in tern a  de S a lm o n e lla  typhim urium  ( 62 )  perm itio un nuevo 
analisis de sus com ponentes. L a  fraccion de m em brana externa contiens 
el 60% de la protefna total de la en v o ltu ra , e! 50% de los fosfolfpidos y
el 90% de los lipop o lisacarido s, en tan to que todos los enzim as de trans  
porte  de e lectrones se loca liza ro n  en la m em brana p lasm atica . L a  corn
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posicîén de protefnas révé lé  que la m em brana e x te r io r  p résenta  una 
m ayor s im p lificac io n , con dos bandas m a y o r ita ro r ia s  de 32000 y 40000  
vdaltones respective  m ente. L a  sfntesis de lipopolisacaridos tiene lugar  
en la m em brana p lasm atic a . ignorandose el mecanism o a tra v é s  del -  
cual se tras iadasn  y  ensam blan en la m em brana e x te r io r  (63)  .
S e is  bandas de p ro te fn a  p a ra  la m em brana e x te r io r  de E  .co li 
y vein te p a ra  la p lasm atica son el résulta do de nuevas determ inaciones » 
en este m ic ro o rg an ism o * ( 64) . L a  p ro p o rc îén  en p e s o , en que se encuen 
tra n  los com ponentes m as re le v a n te s  de la fraccién  e x te rn a , pro tefnas -  
fosfolfpidos y lipopolisacaridos es  de 100 : 82 : 3 4 . L o s  mismo s in tégran­
tes guardan  una re la c io n  en la m em brana in terna de 100 : 86 : 1 1,
L a  exis tencia  de dos m em branas en b a c te ria s  g ram  negatî»  
vas  p a re c e  fuera de duda. L a s  exp erien c ia s  de m icroscopfa y com posî- 
cién qufm ica asf lo ind ican , S in  em b arg o , las d ife ren c ias  son évidentes . 
P red o m in io  de lip o p o lisacarid o s , sim plificacién en com posîcîén pro te ica  y 
ausencia de actividades enzim aticas  re lac ionadas con el metabolismo ener. 
gético y el tra n s p o rte , son c a ra c te ris tic a s  que nos hablan de una m ayor 
im plicacién de la m em brana p lasm âtica en las funciones biolégicas de la 
cé lu la .
L o s  trab a jo s  de F o r s b e r g  y c o l. ( 54 ,  55)  aportaban unos 
datos de capital in te ré s ; las in te racc îo n es  de la m em brana e x te rn a  con 
los dem as com ponentes y de sus in tégrantes entre s f , e ran  debîdas a en 
laces de tipo iénico a través de cationes divalentes y a fuerzas  h idrofébicas
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M anipulaciones con E D T A  y T r ito n  X - I O O ,  ya separadam ente ya en 
com binacl6n , sob re  la fraccion purificada de pared  c e lu la r  de E . c o li . 
han perm itido  (65)  c o r ro b o re r  las afirm ac iones p re c e d e n te s . L o s  en 
laces que mantienen unlda la p a re d  c e lu la r son e s e n c ia lmente de n a tu -  
ra le za  no co va lente". L a  o rg an izac io n  de la pared  depende de în te ra c -  
clones h idrofôbicas p ro te fn a -p ro te fn a  y p ro te fn a -fo s fo lîp id o , y en laces  a 
través  de catîones d iva len tes , en esp ec ia l, en tre  p ro te în as  y lîp o p o lisa -  
c a r id o s . *
Cuando W eidel y c o l. (66)  a is la ro n e l peplidoglicano en c o n -  
tra ro n  que aparecfa  como tachonado de granu lo  de p ro  tefna, E s a  p r o -  
tefna ha sido estudîada am püam ente por B ra u n  y c o l, ( 5 2 ,  5 3 ) .  T ie n e  
un peso m olecular de 7000 d a lto n es , esta unida covalentem ente a un 
resto diam inopim élico del peptidoglicano a tra v é s  de una Usina y r e p ré ­
senta s o b re  un 10% de la pro tefna total de la envo ltura bac te i'ian a . E s  
una lipoprotefna a la q u e .s e  a tri bu ye un im portante pape! en el manteiii_ 
mîento de la e s tru c tu ra  de la p a re d , debido a las in teracc iones îonicas  
e hîdnofobîcas que la re lac ionan  con la m em brana e x te r io r .
. L a  e s tru c tu ra  que con fiere  su fo rm a a la bacteria  y le da 
solidez es la m ajor conocîda. C o n s  ta de un largo polfm ero en que se 
van a lternando N -a c e tilg lu c o s a m in a  y acido N -a c e tîl m uram ico , e n tre c ru  
zados p o r  cortos polipéptidos que se en lazan  entre  sf y con el grupo -  
carboxilo  del âcido N -a c e tîi  m u ram ico . W eidel y c o l. ( 66)  lo designaron  
con el n om bre  de m urefna p o r analogfa con p ro le fn a , pero  actual mente
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se  p re f îe re  denom inarlo  peptidoglicano p o r  p en sarse  que d es crib e  m ejor  
su n a tu ra le za  qufm ica ( 6 7 ) .  C uantita tivam ente es m enos im portante que 
en b ac te rias  gram  pos itivas , p e ro  sus p rop iedades y su funcion en la 
envoltura  bacteriana  son si mi la r e s .
Con este b re v e  re c o rr id o  hem os justificado la division de la 
envoltura  de las b a c te ria s  g ra m  negatives en sus cua tro  e s tru c tu ra s  -  
fundam ental e s . L a  n a tu ra leza  quim ica de cada entidad sep arada se ha 
ido p e rfilan d o , aunque quedan todavfa g ra n d e s  lagunas; la funcion esta  
mucho m enos p re c is a d a . D e  algunos com ponentes se dispone de expe  
rîenc ias  que indican su posible actividad b io lôgica. L a  întegridad de los 
llpopolisacaridos hace a la b a c te ria  re s is te n te , al m enos p arc ia lm en te , 
a la actînom îcina D  ( 68 )  y o tro s  agentes an tibacterianos ( 6 9 ) ,  mi en­
tra s  que la destruccion del com plejo la sen s ib iliza  ( 70)  . D e  modo seme 
jante los enzîm as incluidos en el in te rio r  de la envo ltu ra  bacteriana  que, 
la célula nunca e x c re ta  en condiciones n o rm a le s , son liberados al exte­
r io r  cuando el com plejo llpopolisacarido se  d e s tru y e ,
Estos resu ltados inducen a p e n s a r  que el llpopolisacarido -  
e je rc e  algûn tîpo de control s o b re  el paso de sustancias a tra v é s  de la 
m em brana e x te rn a .
Uno de los aspectos que tipifican la envo ltu ra  de las bacte­
r ia s  g ram  negatives esta c a ra c te riza d o  p o r  un con junto de e n z îm a s , en 
general d e g ra d a tiv a s , que se encuentran invo lucradas  entre las d istîn -
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tas capas de la su p erfic ie  b a c te r ia n a . D enom înadas p o r M itchell ( 71 )  
enzim as p e rip lâ s m îc a s , se encuen tran  s ituadas en tre  el limite e x te r io r  
de la m em brana p lasm atîca  y la c a ra  in te rn a  de la m em brana e x te r io r .  
S u  asociacion a la m em brana o su estado de enzim a lib re  es un p ro ­
blèm e sin re s o lv e r . Cuando la b ac teria  se  convierte  en extra  cto s m e -  
diante a b ra s iv o s  o sonicacion las enzim as perip lasm icas  se lo ca lizan  -  
con las enzim as citoplâsm îcas en el sobrenadante de la cen trifu g ac io n , 
incluso a velocidades a ,q u e  sedim entan los r ib o s o m a s . P o r  o tra  p a rte  
ex is te r métodos especfficos que p e r  mi ten a is la r  estas protefnas sin con 
tam inantes c itop lasm îcos. E l tratam iento de la bac te ria  con E D T A  y ][ 
sozim a en un medio isotonico p erm ite  la liberacion  de las enzim as  p é r i  
plasm icas como consecuencia de la ro tu ra  de la m em brana e x te rn a  (72)  . 
Efectos sem ejantes se consiguen depositando las b a c te ria s  en un medio 
de baja fu e rza  ionica que con ten ga E D T A  ( 7 3 ) .  E n  ambos casos se -  
aislan las enzim as p erip lasm ic as  sin contam inantes del citoplasm a p o r -  
m antenerse Intacta la m em brana in te rn a . E s  to impli ca que taies enzim as  
se encuentran  e n c e rra d a s  en el espacio com prendido en tre  las dos mem  
branas bac terianas sin que sean  exc re ta d as  al e x te r io r  ni pasen al ci to 
plasm a c e lu la r .
L a  re iac îo n  de las enzim as p erip lasm ic as  con o tros  compo 
rentes del entorno p e rîp la s m îc o , su anclaje  en la m em brana in te r io r ,  su 
union al peptidoglicano o a las capas mas e x te r io re s , es un p ro b lem a  
de diticîl solucion. L o  que sf p a re c e  c la ro  es que taies enzim as no son 
cito p lâsm icas , no son parte  in tegra! de la m em brana in te rn a , ni se ex
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Cretan al e x te r io r  en los m edios de cu ltîvo . V a r ia s  exp erien c ia s  ap o -  
yan esta a îirm a c io n .
L o s  tra b a jo s  histoquim îcos de N isonson y co l. (7 4 )  con 
5 '-n u c le o tid a s a  y de \Aètzel y c o l. (7 5 ) con fosfatasa alcalina y fosfo- 
d ie s te ra s a , aunque no son d e c is o rio s , abogan por una localizacîon pe 
r ip lâs m ica  de las en z im as  estud iadas . E x is te r  d ife ren c îas  évidentes en 
cuanto a la situacion p ré c is a  de cada una de estas en z im as . W etze l y col 
encuentran  la fosfatasa alcalina s iem p re  en el espacio perîp lasm ico  al -  
igual que la fosfodi es te rasa  ; en z im a  esta ultim a que habia sido p r e v ia -  
mente localizada en la su p erfic ie  c e lu la r . N isonson y co l. situan la 5 * -  
nucleotidasa ligada a la su p erfic ie  de la cé lu la  cuando ésta se halla In­
tacta, p e ro  la encuentran  en el espacio perip lâsm ico  cuando la b a r r e r a  
de perm eab iîîdad  ha sido a lte ra d a . E s tas  d ife re n c îa s , mas que reflejo  
de una situacion r e a l ,  son consecuencia de las v a riac io n es  introducidas  
p o r las técnicas de fijacion, de ten ido y s o b re  to do de integridad de los 
m ateria les  biologicos em pleados.
A c liv id ad es  de fosfod iesterasa ( cTclica) , fosfatasa a lca lina  y 
o tras  fosfatasas han sido determ in adas en célul as in tactas, con s u s tra -  
tos que no pueden p e n e tra r  en el citoplasm a bacteriano ( 7 6 ) .  L a  com - 
parac ion  de estas activ idades con las obtenidas cuando las mi s m es en­
zim as habîan sido lib e ra d as  del entorno p e rip lâ s m ic o , ofrecio una peque 
ha d ife re n c îa , solo cuan tita tiva , y bas tan te va riab le  de unas en zim as  a 
o tra s ; probablem ente debida a la situacion de la enzim a en la envoltura
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ce lu la r o bien a la dificultad de los sus tra tos  p ara  a tra v e s a r  la zona  
de llp o p o lisac arid o s .
U na s e r le  de p ro te în as  dotadas de la capacidad  de f ija r  me 
tabolitos especfficos, como uno de los p r im e ro s  pasos en el m écan is ­
me de tra n s p o rte , han sido localizados e n tre  las cap as de la p a re d  ce 
lu la r .  P a rd e e  y c o l, ( 77 )  estud iaron  la p ro  tefna de fijacion del sulfato. 
L a  aplicacion de anticuerpos de esta p ro tefna a la b ac te ria  Intacta no 
a lte ro  la capacidad de ffjacion del sulfato, p e ro  la anu l6 totalm ente cuan 
do se aplico a la p ro tefna p u rific a d a . U n  efecto sem ejante fué o b s e rv a  
do con la protefna de fijacion de la leucina ( 7 8 ) .  A lg u n as  de estas  pro  
tefnas han sido pu rificad as  ( 79 )  , confirm ada su especific idad p o r  el l i-  
gando y su relacion con sitios especfficos de la m em brana p lasm atica  o 
bien de o tra s  e s tru c tu ra s .
Como consecuencia de estas o b s ervac io n es  p arece  c la ra  la 
existencia de un conjunto de en zim as  y p ro tefnas funcionales den o m in a - 
das p e rip la s m ic a s . cuya ubicacîon vîene definida p o r la sup erfic ie  exter  
na de la m em brana plasm atica y la su p erfic ie  in terna de la m em brana  
e x te r io r .
L a s  b a c te ria s  G ra m  positivas no poseen enzîm as perîp lâsm [ 
cas pero  excretan  exoenzim as a îos medios de cultive de c a ra c te ris tic a s  
mu y s im ila re s . L a s  exoenzim as com prenden distintos tipos de toxinas y 
enzim as en general de accîon d eg ra d a tiva . H an  sido estudiadas funda- 
m entalm ente en G ra m  positivas del género B acillus  ( 8 0 ,  8 1 ) .
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L a s  cé lu las  de m am ffe ro s , en su s irrp lic idad  de m em b ran a , 
no tienen posibilidad de un espacio  p e rip lâsm ic o . S in  em bargo , o tra s  
e s tru c tu ra s  parecen  d esem pehar idéntica m is ion . L o s  lisosom as con tie 
nen cantidad de en z im as  Ifticas y deg radativas  que se liberan cuando  
m u ere  la célu la y ocasîonan su auto lîs îs .
E s ta  tr ip le  sem ejanza  ha perm itido  a D e  D u ve  y col ( 8 2 )  
afirm ar que la funcion mas p ro b ab le  de las  enzim as p erip lasm ic as  es
la u tîliza c io n , por p a rte , de la c é lu la , de todos aquellos m ateria les  que
siéndole u tile s , no pueden a t ra v e s a r  la m em brana c ito p lâsm ica .
U n  papel p ro tec to r con tra  el medio am biente ha sido ta m -  
bîén su g erid o  como funcion p rim o rd ia l de estas en zim as  (83)  .
G la z e r  y co l. ( 84 )  han postulado que el papel de las en z i­
m as p e rip lasm ic as  es m antener un conveniente nîvel de nuciectîdos en 
la cé lu la , pero  esta hipotesis "aunque mu y in te resan te"  como d ice H ep p e l, 
se apoya so b re  dema siadas suposiciones y postulados.
L a s  sup erfic ies  que limitan las células de organ ism os su p e- 
r io re s  estan com puestas por un modelo u n iversa l de m em brana sim ple ,  
y continue. L a s  b a c te ria s  tam bién p resen lan  esta unidad de m em b ran a , 
esencia lm ente  idéntica a la de cua lqu ier o tra  cé lu la , pero  envuelta en 
una g ran  com piejidad de o tras  e s tru c tu ra s . Hem os revisado  som eram en  
le las cap as que ro d ean  a la membr'ana de bac terias  G ra m  negativas y
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d es cri to algunos d eta lles  de su com posîcion y m orfo log ia , en esp ec ia l
de la m em brana e x te rn a . I—a m em brana in te r io r  es una tfpica m em bra,
na p lasm atica  en cuanto a la m orfologia y a la com posicion qui m ic a . -
P e ro  su existencia p a re c e  no e s ta r  llm itada a r e c u b r ir  la s u p e rfic ie  -
ce lu la r con todas las funciones biolôgîcas que eso lleva  im pücado. L a
p re s e n c ia  de sistem as m em branosos dentro de la cé lu la  b ac te rian a  es
un hecho com probado . L o s  p rim itivo s  cu e rp o s  p e rifé r ic o s  de C h apm an
y co l. ( 8 5 )  fueron comprobados p o r R y te r  y col. ( 8 6 ) e in troducîdos
0
en la llte ra tu ra  cîentîfica con la denom înacîon de m esosom as p o r  F i t z -  
Jam es ( 8 7 ) .  L o s  m esosom as han sido estudîados con p re fe re n d a  en 
b ac te rias  g ram  positivas p o r su m ayor d e s a rro llo  y en consecuencia -  
su mas am plia facilidad de deteccion y aislarniento; p e ro  su p re s e n c ia  
no es exc lus ive  de ningùn tipo de m îc ro o rg an ism o s . C ondiciones p a r -  
ticu lares  de trabajo perm îten  d e s c u b rîr  estas  e s tru c tu ra s  en b a c te ria s  
G ra m  negativas y es tu d îa r sus c a ra c te ris tic a s  ( 8 8 , 89) .
L a  m orfo logia de los m esosom as es v a r îa d is im a . S e  han -  
descrito  como s istem as m em branosos in tra c e lu la re s  o p e rifé ric o s  de -
e s tru c tu ra  tubular, v e s ic u la r , la m e la r, bu lbosa, y agregados de d iv e r  
sas fo rm as (90)  . E x is te r  una s e r ie  de fac tu res  que deterrrûnan este  
polim orfism o como son la edad de los cu ltives ( 9 1 ) ,  las condiciones f[ 
sîo lég icas y genétîcas y los m étodos de o b s e rv a c io n . C u ltives a n a e ro -  
bios del género B a c illu s  dan lu g a r a cam bios m orfo lég icos en los m e­
sosom as ( 92 )  e incluso a la total desaparic ion  (90)  . Inh ib idores de -  
sintesis de proteinas y de ot ros  poÜm eros como el c lo ram ien ico l ( 93 )  
y la c id o se rin a  ( 94 )  a lte ran  o destruyen su e s tru c tu ra . C am bios en el
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medio de cuitivo y en la sintesis de D N A  se acom pahan de v a r ia c io ­
nes m o rfo l6 gicas de los m esosom as (95)  .
L o s  estudios com parativos de la m orfo logia de la m e m b ra ­
na p e r ifé r ic a  y los m esosom as no coinciden en s e h a la r  la identidad o 
d iv e rs id a d  de am b as . Highton ( 9 2 )  determ in e  las dim ensiones de las 
dos m em branas p o r  métodos m icroscop icos encontrando una pequeha  
d ife ren c ia  que puede no s e r  s ig n ifica tîva . S in  em b a rg o , estudios mas 
rec ien tes  con fracc io n e^  m esosom ales p u rificad as  de M icro co ccu s  ly -  
sodeikticus (96)  han probado que ex is ter notables d ife re n c îa s . P o r  -  
técnicas de c r io c o rro s îo n  han dem ostrado en la m em brana p lasm atica  
la ex is tencia  de dep res îo nes concavas y con vexas en las su p erfic ies  -  
de fra c tu ra  y pequehas e s tru c tu ra s  a la rg a d a s , todas las cuales estan  
ausentes en las m em branas m esosom ales . L a s  for m ad o n es  en v a r i -  
lia encontradas p o r estos au to res  habfan sido ya am püam ente re s e h a  
das y p a re c e n  la n e r un papel im portante en el anc laje  de la p a re d  y 
la m em brana b ac terian a  (97)  .
E l exam en de la com posicion quim ica de la m em brana pe­
r ifé r ic a  y m esosom al nos p e rm ite  es tab lecer nuevas d ife rencîas  en tre  
las dos fra cc io n es . S egûn  R e a v e ly  (98)  y P atch  y col .  (99)  , los pa 
trônes de e le c tro fo re s is  con p ro te înas  de m em brana y m esosom a de 
B a c illu s , reve l an solo una pequeha d ivers id ad  de bandas; sin e m b a r­
go, O w e n  y col. ( 9 6 )  d em ostraron  que en M icro co ccu s  Ivsodeikticus  
el m esosom a tiene cas! un 50% menos p ro te în a  que la m em brana p e d
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fe r ic a , y que esta d ife rencîa  tenta su lôgico refle jo  en el m en o r num é­
ro  de polipéptidos détectables p o r e lec tro fo re s is  en g e l.
L a  com posicion de Ifpidos de los m esosom as es poco cono­
cîda; s6 lo en algunos casos se pueden es tab lecer c o m p a ra c io n e s , L o s  
trabajos de T h o rn e  y co l. ( lOO)  no encontra ro n  d ife rencîas  de îm p o r-  
tancia, como tampoco los de O w en  y c o l. (96)  p o r  lo que a Ifpidos -
ex trac tab les  se r e f ie r e ,
#
No obstante las d ife renc ias  son de îm portancîa en cuanto al 
contenido de h id ratos de carbo no  y caroteno ides ( 101 )  al m enos en M i­
cro co ccu s  Ivsode ik ticus . L a  cantidad de hexosas de la m em brana mesg  
so mal es cuatro vec e s  s u p e r io r  al de la m eniorana plasm atica (94)  .
S i en este estudio com parative  nos re fe r im o s  a m a rc a d o re s  
con actividades enzim aticas esp ecffîcas , la d ife rencia  es d ra s t ic a . E n ^  
mas asociadas con el proceso  re s p ira to r io  como N A D H  d e s h id ro g e n a -  
sa , succfnico desh id rogenasa y malato desh îd rogenasa se encuen tran  -  
en la m em brana c e lu la r  y no en el m esosom a ( 9 6 (  ( 1 0 2 ) .  S o b r e  los 
citocrom oc existe alguna d iverg en c ia  de c r ite r io s . G el ^man y c o l, (103)  
habfan dem ostrado la p rese n c ia  de los cuatro  c îtocrom os en p r e p a r a -  
ciones de m em brana total, m îen tras  O w e n  y co l. (96 )  localize  el b550  
en la fracc ién  m esosom al.
P o r  ultimo es de n o tar la g ra n  cantidad de enzim as au to If­
ticas encontradas en los m esosom as de M icrococcus  Ivsodeikticus (96)  . 
L a  gran  d iferencia c read a  e n tre  estos dos sistem as por la d ive rs id ad  -
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de m a rc a d o re s , pod rfa  m în im îzarse  suponiendo con R eusch y c o l. ( 104)  
que los m esosom as podrîan te n e r las m îsm as cadenas polipeptid icas , pe 
ro en fo rm a inactîva: hipotesis im probab le  y g ra tu ita .
L a  funcion que estos sistem as m em branosos pueden desem
p eh ar en la b ac te ria  es com pléta mente In c le rta . S u  partic ipacion  en el
p roceso  re s p ira to r io  y energ ético  ha sido rec lam ad a en ocasio nes (90)  ,
pero  los ùltimos estudios presentados m as a r r ib a  p arecen  c o n c lu ir  que
0
no son los m esosom as el lu g a r donde ésos se r ea l î z a n ,  p o r c a re c e r  
de los enzim as y com plejos n ecesario s  p a ra  taies p ro c e s o s .
S e  ha relacionado el m esosom a con la division n u c le a r  (9ü)  , 
con la union del nücleo a la m em brana ( 1 0 5 ) ,  con el crec îm ien to  del « 
septum de division ce lu lar ( 9 5 ) .  S in  em bargo  ninguna de estas  funcio­
nes estan com probadas con ev îden cia , basândose los argum entes en 
pru eb as  in d ire c ta s , o sim plem ente en una re lacion espacial e n tre  las -  
funciones re fe rid a s  y el m esosom a. O w e n  y co l. ( 96 )  su g ieren  la pos] 
bilidad de que el m esosom a p artic ipe  en la form acion del septum  abrien  
do el peptidoglicano, como una explicacion a la p re s e n c ia  de las enzim as  
autoliticas que e llos  e n c o n tra ro n .
O tra s  muchas funciones biologicas han querido re la c io n a rs e  
con la existencia de los s istem as m esosom ales en b a c te ria s . E n tre  e ilas
podem os c ita r la sfntesis de la m em brana ( 1 0 6 ) ,  sm tesis y sec rec iô n  -
de exoenzim as y la sfntesis de la p a re d . D esde su descubrim iento se -
ha pretendido im p lic a r  los m esosom as en la m ayorfa  de los p rocesos
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c e lu la re s , atribuyéndo les una im portancia vital en la vida de la cé lu la , 
co m p a ra b le  a la de la m em brana p lasm atica . S in  em bargo las expe­
r ie n c ia s  p o s te rio re s  no han podido c o n firm e r los p rim e  ros presen tim ien  
tos, y ho y dfa es mu y poco lo que se puede a f irm a r  con c e r te z a  a c e r  
ca de su funcion en la b a c te r ia . D e tal m anera es  asf que. P a tc h  y 
co l. ( 9 9 ) han cultivado B a c illu s  subtilis en condiciones en que un 80% 
no tenfan m esosom as en fase exponencial y no obstante p a re c îa n  total­
mente funcionales. E s tÿ  d iv e rs id a d  de c r ite r io s  da idea del d es co n o c i-  
mîento que se tiene sobre e s a s  m em branas que se encuentran en todas 
las b a c te ria s  y cuyas  funciones todavfa no se han dilucidado.
L a  com prension de la com pleja e s tru c tu ra  que ro d e a  las -  
b a c te ria s  gram  negativas ha ido haciéndose rea lid ad  solo mu y rec ien te  
m ente. E l  d e s a rro llo  que los métodos de fraccionam iento han expe ri men  
tado en los ùltimos ahos fué la Have que abrio  la posibilidad de d esen -  
tra h a r  uno tras o t r o , algunos de los com ponentes m as c a ra c te riz a d o s  
que se integran en el to do que constituye la envo ltu ra  c e lu la r ,
P o r  esta  ra zo n , c reem o s de in terés h a c e r  una b re v e  expo 
s ic ion , o m ejo r, p re s e n te r un pequeho m uestrario  de las técn icas  e m -  
pleadas en la sep arac iô n  de las fracc iones  dotadas de mas acu sada in -  
dividualidad y de los resultados obtenidos con estas técnicas.
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En 1958 R epaske (107)  dem ostno que cuando las bacterias  
g ram  negativas se trataban con E D T A ,  se volvian altamente sensib les a 
pequehas concentraciones de lisozim a. L a  consecuencia de am bos efec 
tos e r a  la lisis del m ic ro o rg an ism o , L a  causa e r a  la destrucc ion  de 
la p a re d  c e lu la r , consiguiente form acion de esferop lastos y ro tu ra  litîca 
de la m em brana b a c te ria n a . L a  sensib ilidad osm otica del esferoplasto -  
se podîa m in im izar m anteniéndola en una disolucion de sac a ro s a  0 .5  M .  
E s ta s  condiciones h iperton icas proporc ionaban  estabilidad al es fe ro p las ­
to p o r un periodo de tiempo no bien defin ido , p e ro  al menos de algunas 
h o ra s . E stos  hallazgos fueron la base de una g ran  parte  de los trab a ­
jos p o s te rio re s  s o b re  el fraccionam iento  de envo ltu ras  b ac te rian as ,
N u eve  ahos mas ta rd e  G r a y  y col. ( 1 0 8 )  a is laron  una fra c  
ci on de m em branas de Pseudom onas a e ru g in o s a . R om pieron las células  
m ecanicam ente, s e p a ra ro n  la fraccion de la p ared  p o r centrifugacion y 
obtuvieron  por una u lte r io r  centrifugacion un sedim ento que co n s id éraro n  
como una fraccion de m em b ran a . D e hecho no contenfa peptidoglicano ni 
ram nosa y muy ba jas  cantidades de h id ra tos  de c a rb o n o .
L o s  traba jos  de M iu ra  y col .  (56)  del aho siguiente s ign ifi- 
caron un auténtico punto de p a rtid a . P re p a ra ro n  esferop lastos p o r el 
método de R epaske (107)  y los so me tie ron a centrifugacion diferencia! 
después de su lis is , E l resu ltado  fué la sep arac iôn  de très bandas de 
distinta densidad. L a  mas lig e ra  contenfa la fracc ion  de m em brana pla.s 
m à tic a , la in term ed ia  e ra  una m ezcla de las o tra s  dos y la mas p e s a -  
da corresp o n d fa  a los com ponentes de la p a re d . E s t a  afirm aciôn  venfa
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com probada por el analisis de los componentes de cada b an d a . M a rc a ­
dores  de m em brana como A T P a s a ,  N A D H  deshidrogenasa y succfnico  
deshidrogenasa se encontraban exclusivam ente en la fraccion m as lig e ra  
m îen tras  que los h idratos de carbono se localizaban p re feren tem en te  en  
la m as densa y eri cantidades m enores a los o tro s . L a s  p ro te fn as  se 
distribufan  sin p re fe re n c ia s  y los Ifpidos abundaban mas en la fraccion  
de m em brana  in te r io r .
Este p ro  cedi mi en to aporto un valioso medio p a ra  s e p a ra r  la 
m em brana p lasm atica de una b ac teria  g ra m  negativa de los res tan tes  -  
com ponentes que integran las de mas cap as  de la c u b ie rta . S in  em b arg o , 
el a n a lis is  de las fracc iones obtenidas en gradiente de s a c a ro s a , no fué 
lo suficientem ente fino como para' darnos ce rteza  de una buena s e p a ra c iô n . 
S u s ta n c ia s  tan in d ic a tiv e s  com o heptosas, acido cetodesoxioctulosonico y 
b e ta -h id ro x im irfs tico  no fueron ensayados p o r los a u to re s .
E n  1969 B rau n  y co l. ( 52 )  p re p a ra ro n  paredes de E .c o li  
tratando las m em branas con E D T A  0 , 1  M en agua destilada y rnante-
niéndolas en agitaciôn a 4 ^ C . S egu idam ente tra ta ro n  algunas m uestras
con dodecil sulfato sodico, en caliente al 4%, cen trifugaron  a 7 8 .0 0 0 x g
y lava ro n  el sedim ento dos veces  con agua; el sedim ento estaba com -
puesto p o r  peptidoglicano y lipopro tefna. O tra s  m u estras  que habfan esta
do en p resen c ia  de E D T A  como las a n te rio re s  fueron  cen lrifu g ad as ,
pero en ausencia de S D S .  T  an to la fracc ion  obtenida después de diso[
v e r  las protefnas con S D S  como la que co n servab a  la e s tru c tu ra  de
la m em b ran a , fueron  d igeridas  con tr ip s in a . L o s  resultados dem uestran
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que m îen tras  en la fraccion no d isgregada p o r el S D S  la lipoprotefna  
e ra  s e p a ra d a  del peptidoglicano en un tiempo de 20 m in, en la fraccion  
mas s im p le , desnatura lizada p o r el d e te rg en te , necesitaba al m enos 4 
h o ra s . B ra u n  y c o l . e>^licaron esta d ife ren c ia  p o r la m ayor dificultad  
que en c o n tra rfa  la trips ina p a ra  d ig e r ir  un sustrato  d e s n a tu ra liza d o . S^^  
vo esta d ivergen cia  los efectos de la trip s in a  e ran  idénticos. L a  lipopro  
tefna se disociaba del peptidoglicano, dejando unida una lisina p o r  cada 
diez unidades de repeticÿon del m ucopo lfm ero , y sin ro m p erse  en trozos  
mas pequehos aun en p resen c ia  de la p ro te a s a . L a  lipoprotefna dio un 
peso m o lecu lar de 7 . 0 0 0  d a ltones .
Cuando sustitufan la tripsina p o r la p ro n a sa  se repetfan  efec  
tos sem ejan tes , p e ro  en vez  de una lis in a , perm anecian  unidas al pepti­
doglicano una lisina se guida de una a rg in in a  (53)  .
E x p e rie n c ia s  en que se d ig ie re  el mucopéptido con lisozim a  
en ausencia de p ro te a s a s  han concluîdo que cada m olécula de lipoprotef 
na a r r a s t r a  dos unidades de d isacaridos del peptidoglicano, y han proba  
do adem as que la lisina esta unida al carbono  del acido diam inopi mélico 
( 1 0 9 ) .
L o s  traba jos  de B ra u n  y co l .  dejaron c la ra  la ex istencia  de 
un enlace covalente en tre  la capa de üpopro te fnas, intima mente ligado a 
la m em brana e x te rn a , y el peptidoglicano, responsab le  de la fo rm a  y a £  
mazôn rfg ido de la cé lu la .
Con objeto de h a c e r  un an a lis is  global de todas las protefnas  
de la envo ltu ra  de E . coli S chnaitm an  ( 5 7 )  ideo un procedim iento p a ra
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s o lu b îlîz a r la s . T r î tu r ô  las b a c te ria s  p o r m edios m ecanicos en p resen c ia  
de rib onucleasa  y d esox iribonu c leasa , les ahadio C l 2 Mg hasta una con - 
cen trac ion  2 mM y los centrifugé a 5000 x  g p a ra  e v ita r  la contam înacion  
de cé lu las  intactas y otros re s id u o s . L e s  ahadio L u b ro l W X  con el fin 
de e lim in a r  todas las prote inas so lubles, y los sedim ento a a lta  v e lo c i-  
dad. L a  solubilizacion del sedim ento se llevo a cabo con N , N ' - d im e t i l -  
fo rm am ida y C IH  0 .1  M en p ropo rc ion  de 9 : 1 ,  p H  2 . 3 .  S é p a r é  los If­
pidos p o r  c ro m ato g ra ffa ,e n  gel con el m îsm o solvente y élim iné el solven  
te p o r d ia lis is  tren te  a una solucién acuosa de u r e a .
E l rendim îento de protefnas so lubilizadas p o r este método 
trente a las protefnas totales de la envo ltu ra  c e lu la r fué de un 80%. E s ­
te rendim iento es bastante bueno si se tiene en cuenta que las lipoprx>tef
nas estudiadas p o r B rau n  y col .  ( 5 2 ,  53)  dan cuenta de un 10% de la
protefna que envuelve la b a c te r ia , y que no se d iso lverfa  p o r e s ta r  co­
valentem ente unida al peptidoglicano, insoluble en d îm etilfo rm am id a . E l 
num éro de bandas encontradas oscîla e n tre  20 y 30 con una m a y o rita -  
r ia  de peso m olecu lar 4400 que re p rés en ta  el 40% de la p ro tefna total.
L a  sep arac ién  de las m em branes e x te rn a  e in tern a  fué Ile 
vada a cabo por el mismo au tor (61)  utilizando una variac îén  del méto
do de M iu ra  y col .  ( 5 6 ) .  T r i tu r é  las cé lu las  como en el caso a n te r io r
y p ré p a ré  los sedim entos de m em branas y pared  de la misma fo rm a , 
sin a d ic io n a r L u b ro l W X  p a ra  no in ac tiv a r les e n z im a s . M u estras  de -  
esos sedim entos fueron an a lizad as  en grad ien tes  de s a c a ro s a . E n  g r a -  
dientes continues o discontînuos se form an dos bandas; la mas lig era
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en riq u ec id a  en com ponentes de la m em brana plasm atica y la in fe r io r  com  
pues ta fundam entalm ente de los in tégrantes de la p a re d  c e lu la r p ro p ia -  
mente die h a .
L o s  datos presen tados por F o rs b e rg  y co l. ( 54 )  con unas
pseudom onas m arin as  son m as com ple jos. Mediante trè s  lavados s u c e s i-
vos con C IN a  0 .5  M obtienen una fracc ion  que denom inan capa ex te rn a
débilm ente unida, r ic a  en hexosam inas y cuya p érd id a  no supone c a m -
«
bio m orfologico en la b a c te r ia . O tro s  trè s  lavados consecutivos con sa 
c a ro s a  0 .5  M dan lu g ar a una fraccion que centrifugada a 7 3 . 0 0 0  x  g,  
se desdobla en un sedimento que los a u to res  denom inan doble estructu  
ra  e x te rn a  y un sobrenadante que constituye la capa subyacen te .
E s tas  trè s  capas se pueden obtener tam bién con repetldos  
lavados con sac a ro s a  0 .5  M .
L a  capa débilm ente unida p a re c e  e s ta r ligada a la envoltura  
p o r puentes de catîones d ivalentes (Mg'^'*’ ) puesto que cuando éstos no 
existen se pierde en los lavado s .
L a  doble es tru c tu ra  externa  no se puede so lu b iliza r con
+ H +C IN a  0 .5  M . Segûn  los a u to res  el N a  se in tercam bia  con el Mg
Esto  ro m p e los puentes c rea d o s  p o r el cation d ivalente pero todavfa
évita la repulsion e n tre  las c a rg a s  negativas por efecto del apantallam ien
to del N a '*'. Cuando el N a ”** es elim înado con lavados de s a c a ro s a  la do
ble capa externa se so lu b iliza . S i se tra ta  con lisozim a la b a c te ria  pH
vada de estas très  capas se form an es fe ro p la s to s .
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F o rs b e rg  y c o l. suponen que la capa subyacente esta  en 
contacte con el peptidoglicano. S i esto fu e ra  ve rd a d  debenan e lim in a r  
con e lla  las lipoprotem as de B ra u n  y co l .  ( 5 2 .  5 3 ) .  P e ro  e s ta s  estan  
covalentem ente ligadas al mucopéptido y no p arece  probable que se se 
p aren  con sac aro sa  0 .5  M . Tam poco p a re c e  légico conclu ir que la -  
capa débilm ente ligada no fo rm a  parte  de la envo ltu ra  ce lu lar p o r  el -  
hecho de que no se adv ierta  ningùn cam bîo m orfologico en la b ac te ria  
cuando se la é lim in a .
D e P a m p h ilis  ( 1 1 0 )  habîa dem ostrado que la m em b ran a  -  
e x te r io r  de E .c o li podrfa so lu b iliza rse  en parte  con una m ezc la  de -  
E D T A  y T rito n  X - 1 0 0 .  S igu iendo  este mismo cam ino S chnaitm an  (65)  
tratô la fraccion enriquec ida  en pared  c e lu la r  que habfa obtenido p o r -  
grad iente de s a c a ro s a  con T r ito n  X -1 0 0  al 2%. E l resultado fué un se 
dimento insoluble de p ared  c e lu la r  que contenfa toda la protefna de la -  
p a re d , la mitad de los llpopolisacaridos y un sobrenadante de fraccion  
de m em b ran a , y un tercio  de los Ifpidos. E l sedim ento inso lub le, exen  
to de contam inantes de m em brana c itop lâsm ica , fué insensible a la a c -  
cion s e p a ra d a  del E D T A  y del T rito n  X - 1 0 0 ,  p ero  rindio en fo rm a so 
lubie la mitad de la protefna y todos los llpopolisacaridos y fosfoIfpidos  
re s ta n te s , cuando estos agentes se ap lica ro n  conjuntam ente. L_a accion  
de la lisozim a s o b re  la fracc ion  insoluble del T r ito n  X - 1 0 0 ,  antes o des  
pués del tratam iento con E D T A - T r i t o n  X - 1 0 0 ,  dio lugar a la desapa­
ricion com pléta de toda e s tru c tu ra  o rg a n iz a d a , aunque no infiuyo en la 
solubilidad de las p ro te fn as .
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L a s  distintas fra cc io n es  se p a ra d a s  del conjunto de estructu  
ra s  que envuelven la b a c te ria , p o r F o r s b e r g  y co l .  ( 54)  y S chna itm an  
( 6 5 ) ,  pueden no s e r  hom ogéneas, ni re s p o n d e r a las funciones que se  
le a tr ib u y e n , pero  una cosa dejan en c la ro  y es que los com plejos com  
ponentes que envuelven las b ac te rias  g ra m  negativas estan ligados en­
tre  sf p o r  enlaces fundam entalm ente de tipo ionico e h idrofob ico . E s ta  
conclusion concuerda con la c re e n c ia  g en era l de que las in te racc iones  
que m antienen la in tegriflad  de toda m em b ran a , son in te racc iones  no co 
v a lan tes , sino del tipo de las encontradas en la en vo ltu ra  mas am plia  
de las bac te rias  g ra m  neg ativas .
L a  sem ejanza  e n tre  la m em brana in te rn a  y ex te rn a  de las 
b ac te rias  g ram  negativas es un problem a que in triga  y entusiasm a cada 
vez  m a s . E sta  es la razon  de que se describan  nuevas ap ro x im a d o n e s  
p a ra  lo g r a r  una total sep arac iôn  de e l las ,  base de su estudio c o m p a ra ­
tive . O s b o rn  y col .  ( 62)  ap lica ro n  grad ien tes  de s a c a ro s a  y s e p a ra ro n  
las m em branas de S a lm one lla  typh im urium . N o  p a rtie ro n  de envo ltu ras  
tr itu ra d a s , sino de e s fe ro p la s to s  obtenidos por las técnicas ya en uso, 
de E D T A  y lisozim a aplicadas sîm ultaneam ente. L o s  esferop lastos fue­
ron r o to s  p o r lisis osm otica o son icacion , no m ostrandose d ife ren c ias  
a p re c ia b le s  entre am bos m étodos. L o s  grad ientes de sacaro sa  c o rrîd o s  
con los sedim entos de c en trifu g ar los esferop lastos sonicados o lisados  
dieron lu g a r a cuatro  bandas. L a  banda mas pesada contenfa cas! todos 
los llpopolisacaridos 5 mi en tra s  es ta ban ausentes en las dos m as lig e ra s .
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P o r  el co n tra rio  las dos bandas s u p e rio re s  contenfan los s is tem as de 
tra n s p o rte  de e lec tro n es  y los com ponentes de tra n s p o rte  de a z ù c a re s ,  
al igual que o tras actividades especificas de la m em b ran a .
E l increm ento  o dism inucion de las bandas in te rm ed ias  d e -  
pendîa en gran p a rte  de las condiciones de en s ayo , sob re  todo de la 
fu e rza  io n ica .
Muy recientem ente S e k iz a w a  y col ( 6 4 )  s e p a ra ro n  la mem
t
b ran a  in te rn a  y e x te rn a  de E . coli p rep a ra n d o  los esferop lastos p o r el 
método de M iura y col .  ( 5 6 ) .  U n a  vez  form ados los eferoplastos cen­
trifu g aro n  la m ezcla a baja velocîdad  obteniendo la m em brana ex te rn a  
en el sobrenadante  y los esferop lastos  como sed im ento . A  continuacion  
los ro m p ie ro n  p o r lisis osm otica y sed îm entaron las m em branas c ito - 
plasm icas  p o r cen trifugacion . C o n  este medio disponfan de dos fraccio  
nés en que p reva lec fan  los com puestos de la m em brana citop lasm ica o 
los de la e x te r io r . U n a sep arac iô n  p o s te r io r  fué efectuada con grad ien  
tes de s a c a ro s a . E l resultado fué la form acion  de bandas cuyas c a ra c  
te rfs ticas  ya quedan definidas a n te r io rm e n te .
L o s  resultados que acabam os de re s e h a r  y o tros s im ila ­
re s  obtenidos en los ùltim os se is  ahos, nos dan una idea de la é n o r­
me im portancia  que p a ra  el conocim iento de la e s tru c tu ra  y funcion de 
la en vo ltu ra  c e lu la r , tienen las técnicas de sep arac iôn  y disociaciôn de 
los com ponentes îndîviduales o re iac ionados ya m orfô logica ya funcional
m ente. S in  em b arg o , es todavfa muy poco lo que se sabe con c e rte za  
sobre la intrincada a rq u itec tu ra  de esa capa que ro d e a  las b a c te ria s
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g ra m  n eg ativas . U n a  de las fracciones de vital im portancia  que envuel­
ven las b ac te rias  g ra m  negativas es sin duda su m em brana p lasm atica . 
E sen c ia lm en te  igual a cua lqu ier m em brana c e lu la r , su identidad ffsica y 
sus com plîcadas funciones solo se pudieron conocer cuando se  la aislo 
p arc ia lm en te  del res to  de los com ponentes c e lu la re s . L a s  técn icas e m -  
pleadas en la p re p a ra c io n  de m em branas son v a r ia d a s  y los resu ltados  
tam bién, al menos desde el punto de v ista  m orfo log ico. Un s is  te ma utijj 
zado ( i l l ,  112) consisfe en ro m p e r las célu las de E  .coli p o r  medio de 
ultrason idos o proced im ientos m ecanicos. C e n tr ifu g a r a baja velocidad  
p a ra  e lim in a r las cé lu las  no d es tru id as . R e co g er el sobrenadante y cejn 
tr ifu g a rle  de nuevo a unos 30000 x  g . L o s  sedim entos contendran mate 
ria le s  r ic o s  en elem entos de la p ared  y algunas p artfcu las  de m em b ra ­
n a . U n a  ultima centrifugacion del sobrenadante de 30 . 00 0 xg  a 160 .000  
X g p ro p o rc io n a ra  un sedimento de pequehas partfcu las  de m em brana  
contam inadas con m ateria l de p a re d  y r ib o s o m a , dependiendo del tiempo 
de cen trifug acion . S i  se desea tener m as pura  la fraccion de m em b ra ­
na se puede f il t ra r  en columna de ag a ro sa  B io -G e l A -1 5 0  ( 1 1 2 ) .  Con  
ello se elim inan los rib o so m as, las enzim as solubles que haya y quîzas  
algunos contam inantes de p a re d .
L e d e rb e rg  (113)  comprobo que las b ac te rias  g ra m  nega­
tivas podfan c r e c e r ,  s in te tizar enzim as y efectuar o t ras  reacc io n es  de 
biosîntesis cuando se cultivaban en p rese n c ia  de pen icilina si al mîsmo 
tienrpo se mantenîa el medio en condiciones h ipertonicas con s a c a ro s a .
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E l medio de cuitivo también re q u e n a  cantidades v a r ia b le s  de L a s
b a c te ria s  cul ti vada s en estas condiciones ca re cen  de p a re d . L a  m em ­
b ran a  e x te rn a  se des truye  en p resen c ia  de E D T A  y su s e p arac iô n  de 
la in te rn a  se lleva a cabo p o r  centrifugaciôn d ife re n c ia l. E s te  método 
ap arté  de los inconvenientes que puedan d e r iv a rs e  de la p re s e n c ia  de 
la p e n ic ilin a , tiene un rendim iento muy bajo ya que solo es posib le  uti][
z a r  cuitivo en fase logarftm ica tem prana o media ( 1 1 4 ) .
»
E l método mas c o rr ie n te  y también el que perm ite  una ob 
tenciôn de m em branas con m en o r grado de contam inaciôn, esta basado  
en la acc iôn  conjunta de la liso zim a y el E D T A .  L a  actividad quelante  
del E D T A  para  algunos cationes d ivalentes como el Mg o rig in a  el -  
desm oronam îento de la m em brana e x te rn a . E ste  efecto perm ite  a su vez  
una m e jo r acciôn de la lisozim a sobre el peptidoglicano, todo lo cual de 
term inô la fragm entaciôn de las capas ex te rn a s  de la envoltura b ac teria  
n a . . L a s  concentraciones de E D T A  y lisozim a son variab les  en dep en- 
dencia de la sensib ilidad del m ic ro o rg a n is m o , incluso dentro de la m is­
ma e s p e c ie . A  este  proceso sigue la lis is  osm ôtica o m ecan ica , norm al 
mente en p resen c ia  de D N a s a . E s ta  en z im a se ahade con la fïnalidad  
de fa v o re c e r  la ro tu ra  c e lu la r ya que el D N A  se encuentra de o rd in a -  
rio  ad h erid o  a la m em brana p lasm atica . C en trifu gacîones a distintas v e ­
locidades nos p erm iten  obtener la fraccion de m em brana re la ti va mente 
no contam înada. E s ta  técnîca ha sido m uy em pleada y rev isada p o r  
K ab ack  ( 1 1 4 ,  115,  116) y constituye el método n o rm a l de trab a jo  en 
la obtenciôn de ves icu las  de m em brana ( 1 1 7 ,  118) . E l resultado es la
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obtenciôn de vesfcu las de m em b ran a , que form an es tru c tu ras  c e r ra d a s ,  
osm ôtica mente sen s ib les  y cap aces  de a c tu a r  en s istem as de tra n s p o r­
te ( 1 1 6 ) .  S u  contam inaciôn con restos de o tras  capas no es d ém as ia -  
do g ra n d e , ni tam poco la de enzim as c ito p lasm icas . E n  conjunto presen  
tan un 60-70%  de p ro te fn a , un 30-40%  de fosfolfpidos y un 1% de h id ra ­
tos de carb o n o , exp resad o s  en peso seco ( 1 1 6 ) .
Una ventajosa innovaciôn en esta técnica ha sido in tro d u c i-  
0
da por S e k iz a w a  y c o l. ( 64 )  consistante en s e p a ra r  p o r centrifugaciôn  
los esferop lastos form ados con l is o z im a -E D T A , de los fragm entos de 
pared  antes de la lis is  osm ôtica . L a s  m em branas obtenidas después de 
la lisis fueron p u rificad as  p o r gradiente de s a c a ro s a .
A p licac io n es  de esta técnica fueron hechas por o tro s  auto­
res  como ya queda indicado ( 5 6 ,  61,  62 )  y los resu ltados no ofrecen  
d ife renc ias  de consideraciôn  a la hora de a n a lîza r las fracc iones p u ri­
ficadas .
P o r  ultimo querernos com en tar ligeram ente los m edios utijj 
zados p a ra  o b ten e r, con c ie r ta s  garan tfas  de p u re z a , los m esosom as  
b ac te rian o r,. L a s  técnicas m as comunes han sido rev isad as  recientem en  
por R e u sch  y co l. ( 104)  y e llas  constituyen la base de esta in fo rm aciôn . 
E l procedim iento com prende dos pasos d iferentes y sucesivos. L a s  bac 
te rias  se ponen en un medio hipertônico de s ac aro sa  y concentraciones  
aprop iadas de Con ello se produce la p lasm olis is  dejando los me
sosom as a! e x te r io r  de la m em brana p lasm atica  y en contacto con e lla .
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L a  digestion subsecuente de la p ared  con lisozim a lib é ra  los m esosom as  
al m edio , al mismo tiempo que produce p ro to p las to s . L a s  condiciones -  
deben s e r  s iem pre  h ipertonicas y las con centrac iones de M g2+ m inucio- 
sam ente fijadas p a ra  que perm itiendo la m axim a solubilizacion de los me 
so s o m as , no ;perjud iquen la estabilidad de los es fero p las to s . E l  segun- 
do paso consiste en la purifîcac ion  de los m esosom as. S e  han util!zado 
g rad ien tes  discontinuos de s a c a ro s a  (119)  y g rad ien tes  continues de sa 
c a ro s a  y C IC s  ( 1 2 0 ) .  jS in em bargo  ultim a mente han aparecido  dos tra  
bajos que purîfican los m esosom as de fo rm a mas sencilla  y con muy -  
buenos resultados ( 9 6 ,  102) . E n  lîneas gén éra les  pueden re s u m irs e  -  
en los siguientes puntos: a ) P rod uccion  rap ida de protoplastos a con- 
cen trac io n  de s a c a ro s a  no excesivam ente alta p a ra  que la lisozim a a c -  
tùe sin dificultad. b) C o ncen trac iones de bien es tab lec id as . -
c) M anejo suave de los esferop lastos  p a ra  no a lte ra r  su estab ilidad .
d) P rec ip îtac io n  de los esferop lastos  a baja velocidad hasta que haya 
seg u rid ad  de que no quedan re s id u a le s . e ) Centrifugaciôn del sobre  
nadante a alta ve loc idad  p a ra  sed im entar los m esosom as seguida de re  
petidos lavados. E s t e  método ha sido em pleado en B acillus subtilis ( 102) 
y M ic ro co ccu s  Ivsodeikticus ( 9 6 )  pero es aplicable a cua lqu ier m ic ro or  
ganismo s iem pre que se elijan adecuadam ente las condiciones de traba jo ,
A  la v is  ta de los medios que hay que m anejar p a ra  lo g ra r  
una fracc iô n  m esosom al ausente de con tam inaciones, podemos deducir  
que los métodos norm al men te em pleados en la obtenciôn de m em branas  
plasm aticas de g ra m  negativas , p ropo rc ionan  fracc io n es  de m em brana
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lib res  de m esosom as. Todos los s istem as de m em branas in te rn a s  han 
sido expu lsados de la bacteria  p lasm olizada y se han solubilizado con 
la digestion de la p a re d . E n  con secuencia , el sedim ento de los e s te ra  
plastos lisados deben es ta r contam inados de m esosom as en una p ro p o r  
cion in s ig n ifican te . *
H em os com enzado esta b re v e  revision trazando un bosque 
jo de las v icîsîtudes p o r que a traveso  el con cep to de m em brana biologj 
c a , hasta p lasm arse  en el en tra  ma do actual de con sid erac iones y expe 
r ie n c ias  que constituyen el modelo de m em b ran a .
T o d a  b ac teria  g ra m  negativa posee una m em brana plasm a  
tica cuya a rq u itec tu ra  encaja dentro de modelo g e n e ra l. U na de esas  
m em branas  b a c te ria n a s , al m enos p arc ia lm en te , constituye el objeto de 
nuestro estudio. P o r  tal m otive , querernos te rm in e r esta rap id a  e x p o ^  
cion, considerando algunos aspectos de la m em brana plasm atica de las 
b ac te rias  g ram  n eg ativas .
A ceptando el term ine  solubilizacion como sinon!mo de d is -  
persiôn o d is g re g a c io n , mas que como auténtica disolucion m o le c u la r, 
hemos visto que la m em brana in terna de las b ac te rias  gram  negativas  
se puede s o lu b iliz a r , casi en su lota lidad, con N , N ’ -dimeti l  form am ida  
( 5 7 ) ,  con S D S  ( 6 2 ,  64) y con T rito n  X - 1 0 0  ( l 2 l ) .  Estos p ro c e d i­
mientos destruyen la es tru c tu ra  de la m em b ran a , dîsgregando sus inte
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grantes e inactîvan las pro te fnas  funcionales. Son utiles p a ra  cuan tificar  
los com ponentes, p e ro  no nos dan indicaciones p ré c is a s  a c e rc a  de la 
e s tru c tu ra  nativa de una p ro tefna  en la m em brana y mucho m enos de 
su activ idad  b io lôgica.
Cuando se q u ie re  conocer como es una protefna de mem­
b rana en su in tegridad  y como funciona, se re q u îe re m  métodos de solu 
bîlizaciôn mas suaves y dentro de lo posib le  se lec tivo s . E s tas  dos con 
diciones nos p e rm it!ra n  tiisp o n er de una protefna en su estado nativo o 
al menos poco a lte ra d o , y al mismo tiempo nos o fre c e ra n  las c irc u n s -  
tancias ôptim as p a ra  una facil p u rific a c iô n .
L a s  in te racc iones responsab les del estado es lac io n arîo  que 
re p rés en ta  la m em brana n a tu ra l, son de o rd in a rio  in te racc iones déb iles . 
Esto im p lica  el que en determ in adas c ircunstanc ias  se produzca una a l -  
teraciôn del estado estac ionario  motivada p o r la p re s e n c ia  de un solven  
te . E n  este caso, las in te racc iones  solvente-com ponente  de m em brana  
son p reva lan tes  tren te  a la in teracciôn  del componente con la m em b ra ­
na y el componente pasa al so lven te . L a s  protefnas no deben u n îrse  a 
la m em brana de que form an p a rte  al a z a r ,  sino que cada una debe te­
n e r su sitio especffico y sus en laces esp ecfficos. L a  solubilizaciôn se leç  
tiva re q u ie re  d e s c u b r ir  la n a tu ra leza  de esos en laces y p ro p o rc io n a r -  
las condiciones term odînam icas que d e te rm in e r su debilîtam iento y ro tu ra  
con un mfnîmo de daho p ara  la p ro te fna . T a ie s  condiciones v ienen  de -  
o rd in ario  p ropo rc ionadas p o r a lte rac îo n es  iônicas del entorno. C am bios  
en la fu e rz a  iônica afectaran  de forma distinta a p ro te fnas  unidas p re fe -
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rente men te a tra v e s  de in teracc îones h îdrofobicas o enlaces e lec tro s ta  
ticos. L_a rerrocion  de cationes divaientes con que lan tes , fa v o n e c e ra  
la lib e rac lo n  de pro tefnas ligadas m ediante puentes m etalicos. C am b ios  
de p H , p resenc ia  de agentes cao tro p ico s , pnivacion de distintos tipos 
de tones son o tra s  constantes que oportunam ente m anejadas pueden  
conducir a una solubilizaclon select!va ( 1 2 2 ) ,
No todas las p ro te in as  de m em brana son susceptib les de 
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p re s e n te r  una solubilidad s e le c tiv e . A lg u n as  ya ban si do so lub ilizadas  
de esta fo rm a , y o tra s  podran serlo  si se  buscan las condiciones que 
energ etics  mente favo rezcan  su e rra d ic a c io n  de la m em brana .
L a  m em brana plasm atica constituye una unidad e s tru c tu ra l;  
re p re s e n ts  la fro n te ra  de sep arac io n  e n tre  el citoplasm a c e lu la r y el 
ambiente e x te r io r . P e ro  no es una entidad e s ta tic a , in e rte , al m a r gen 
de los procesos biologicos que o c u rre n  en la cé lu la . L a  m em brana  
plasm atica esta im plicada en la m ayorfa de los fenom enos que tienen lu 
g a r , no solo a tra v e s  de la m is ma m em brana sino tambîén en el inte­
r io r  del c itop lasm a. S u  im portancia  funcional ha ido adquiriendo auge a 
medida que se ha descubierto  su partic ipacion  en las funciones b io logi- 
cas mas im portantes del m étabolism e c e lu la r .  P o r  consiguiente la e s -  
tru ctu ra  de la m em brana debe s e r  ta I que responds adecuadam ente de 
sus exigencias funcionales.
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L o s  CO no ci mi en to s actuates so b re  la m ultiplîcîdad funcional 
de la m em brana nos p e r mi ten suponer que c ie rtas  funciones estan  lo c ^  
mente re s tr in g id a s , încluso lim itadas a una sola p ro te fna  como la de -  
union del D N A  a la m em brana b a c te ria n a . O tra s  funciones estan  enco - 
m endadas a a re a s  m as am plias de com ponentes de m em brana como el 
sistem a de tran sp o rte  de e le c tro n e s , P o r  ultimo algunos efectos obsej2 
vados en la célula como resp u esta  a una gran  v a r ie d a d  de es tf mu los 
p arec en  îm p licar d irecta f o ind irectam ente  toda la m em brana c e lu la r .
Fenom enos de exc itab ilid ad , respuesta a d ro g as , horm onas  
y o tros  agentes p a re c e n  e x îg ir  una partic ipacion cooperativa  de toda la 
m e m b ra n a , mi e n tra s  que o tro s  p rocesos re q u e rir ia n  solo una c o o p e ra -  
cion p a r c ia l .
S in  que de momento p rec isem o s  mas el concepto, adm iti- 
mos com o fenomeno coopérative  aquel efecto que se inicia en un sitio 
de la m em brana y se transm ite a otro a le jad o , p o r mediacion de a l -  
gûn cam bio de la es tru c tu ra  in te rm ed ia . P u ede co m p ren d er cam bios  
coo p era tives  localizados en una determ inada region de la m em brana y 
que transm iten  efectos de una sup erfic ie  a la o tra , o bien re p re s e n ta r  
cam bios cooperativos que im p liquer toda la m em brana o notables zo iia s  
de la m is m a . L a  p resen c ia  de estîm ulos e lé c tr ic o s , lumînosos o qui mi­
ce s en un solo sitio o en pocos sitios de la m em b ran a , puede d e te rin î-  
n a r  la aparic ion  de efectos g en era lizad o s  que se m anifiestan como una 
respu esta  graduada o bien como una resp u esta  de lodo o n a d a .
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Cuando se a lte ra  el po tend  a I de m em brana de una célula  
exc itab le , el cam bio de potencial desencadena efectos cooperativos (123)  
que se re fle jan  en un cambio de perm eabilidad  p a ra  determ inados tones 
a lo la rg o  de toda la m em brana ce lu la r.' Esto  re q u ie re  la m ediacion de 
e s tru c tu ra s  in term ed ias  que transm itan  el efecto de perm eacion desde el 
sitio estim ulado a puntos a le jados de la m ism a m em b ran a .
U n cuanto de luz absorbido p o r la rodopsina es suficiente  
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p a ra  desencad enar un impulse nervioso ( 1 2 4 ) ,  lo que supone que una 
sola m olécula de rodopsina a lte ra d a  p o r un solo fotdn es cap az de in i-  
c ia r  una pertu rb ac io n  de la m em brana del segmento externo del baston 
que puede p ro p a g a rs e  has ta la m em brana de la cé lu la  sen soria l y o r i -  
g inar el impulso n e rv io s o .
E l tra n s p o rte  m itocondrial de e lectrones ocasiona un cam ­
bio de configuracion en las c re s ta s  que debe s e r  el reflejo  de cam bios
conferm acionales de las e s tru c tu ra s  que toman p a rte  en el p ro ce so  ener
gétîco ( 1 2 5 ) .  T a le s  can t)io s  obedecen a efectos coopératives  localizados
en las c re s ta s  de la m îtocondria .
L a  m em brana de célu las ne r  vio sas a lte ra  notablem ente sus 
prop iedades para  la perm eacion  de iones, cuando soporta  la fîjacion de 
m oléculas de a c e til-c o lin a . U n a  concentracion extrem adam ente baja de es 
te agente desencadena efectos de perm eacion  détectables a lo la rg o  de 
toda la m em brana c e lu la r ( 1 2 6 ) .
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L_a in te racc io n  de la ho r  mon a humana del c re d m ie n to  con 
m em b ran a s  de e r itro c îto  o fre c e  resu ltados im p ortan tes . S e  ten ta molécjj 
las de horm ona p o r  e ritro c îto  son suflcîentes p a ra  cau sar un cambio  
de fluo rescenc îa  de los res id u o s  del trîptofano de tal magnitud que debe 
îm p lic a r todas las protefnas de la m em brana ( 1 2 7 ) .  E s ta  a lte ra c io n  no 
es p ro d u c id a  por horm onas de crec im îen to  de o tra s  esp ec ies . L a  -  
transm is ion  del efecto producido p o r la horm ona, desde los s itios de 
accîon a o tros puntos d is tan tes , viene exig ida p o r el reducido num éro  
de m olécu las horm onales y postula la ex is tencia  de e s tru c tu ras  m ed ia -  
do r a s .
E l m écanism e de accion de las colicinas présenta un o p ti- 
mo ejem plo de cooperativ idad  ( 1 2 8 ) .  C a d a  una tiene una accion inh ib i- 
d o ra  esp ec îfica , p e ro  por enc im a de esta especific idad todas tienen a l­
go com un , que es la re v e rs ib ilid a d  de su accion bioquîm ica o m ortal 
cuando son tra tadas con tr ip s in a . Ta l efecto su g ie re  que las co licinas  
p erm an e cen  unidas a la m em brana b ac te rian a  y su p r im e ra  accion se  
d e s a rro lla  en la p ro p ia  m em b ran a . E l m ecanism o propuesto p o r N om jj 
r a  ( 1 2 8 )  supone que la p a rtic u la  de co lic ina se une al sitio re c e p to r  
causando un cambio re v e rs ib le  del m ism o, pero no necesariam en te  un 
efecto d irec to  so b re  alguna e s tru c tu ra  c e lu la r  que quede bîoqufm icam en  
te a lte ra d a  o incluso determ ine la m uer te de la c é lu la . E l cam bio p ix )- 
ducido en el re c e p to r  es transm itido a tra v é s  de la m em brana hasta un 
com ponente ce lu la r que constituye el blanco de la accîon de la co lic ina .
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L a  a lte ra c io n  de este com ponente puede e x p re s a rs e  en form a de cambios  
bioqufm icos que en ocasiones conducen a la mue rte  de la b a c te r ia . L a  
inm unidad colicinogénica es debida a una a lteracion  en el m ecanism o de 
in ic iacion o de transm is ion  del estîmulo especîfico , que afecta al blanco en 
la cé lu la  sensib le .
E stud ios mas re c ie n te s  con colicina E l  han confirm a do que
este m ecanism o puede d a r cuenta del p roceso  re a l p o r el que actuan
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las c o lic in a s . L a  in teraccion  de la co licina E l  en célu las  sensib les de 
E . coIi p roduce un increm ento del 100% en la fluo rescenc ia  del 8 -a n ilin o -  
1-nafta leno  sulfonato (A InIS )  uni do a la m em b ran a , y este cam bio ap are  
ce como un fenomeno de todo o nada, en funcion de la m ultîplîcidad de 
la co lic ina E l  ( 1 2 9 ) .  E l increm ento  de fluo rescenc ia  del A N S  uni do a 
la c é lu la , implica que la co lic ina E l  aum enta la perm eab ilid ad  de la mem  
brqna al A N S  o facilita  los sitios de fijac io n , o tam bién que los sitios de 
fijaciôn p a ra  el A N S  se vuelven  mas hidrofôbicos en p resenc ia  de la co ­
licina E l  . E n  cu a lq u îe r caso el increm ento de fluorescencia  inducido p o r  
la co lic ina es una medida de los cam bios e s tru c tu ra le s  o co n fo rm acio n a-  
les que o c u rre n  en la m em b ran a .
Todos los casos que acabam os de e n u m e ra r , algunos tan 
frecuen tes  como los que o c u rre n  en las células exc itab les , estan domina 
dos p o r un modo de accion aparentem ente comun y radicado en la m«em- 
brana c e lu la r . Un estfmulo de mu y va r ia d a  n a tu ra leza  produce un efecto 
sob re  un rece p to r a veces al ta mente especffico . E s t e  efecto es transm itido
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tra n s v e rs a l o tagencîalm ente a través  de e s tru c tu ra s  m edîadoras hasta 
o tro s  puntos de la m em b ran a , donde tiene iugar la aparicion de una nue 
va  p ro p ied ad  funcional que puede afecta r  a la m ism a m em brana o compo 
nentes c ito p lasm ico s . L a  accion de esta nueva p rop iedad  se m anifiesta  
como una respuesta al estîmulo aplicado; unas vec e s  g en era liz a d a , r a p i-  
da y en aparienc ia  desproporc ionada a la concentracion de ligando (e s t i-  
mulo) , constituyendo la resp u esta  de todo o nada, o tra s  localizada o tam  
bién g e n e ra l pero guardândo una gradacion  en funcion de la intensidad  
de! estîm ulo o concentracion  de ligando; respuesta g radu ada.
Ten iendo en cuenta este com p o rtam ien to , el concepto de -
m em brana biolôgica guarda una es trech a  re lac ion  con el concepto de e n -  
zim a re g u la d o ra . U n a  enzim a reg u lad o ra  contrôla su actividad enzim atîca  
mediante ligandos especîficos a través  de in te racc iones ind irectes en tre  si 
tios topolégîcam ente distintos. T a ie s  efectos ind irectos o a lo s té ric o s  vienen  
m ediados p o r la m olécula enzim atica  que expérim enta  cambios con form a cio 
nales ( 4 7 ) .  L a  union de un ligando a una enzim a reg u lad o ra  induce o es  
tabilîza ia transicion a lo s té rica  que ha o c u rr îd o  com o efecto de las in te r ­
accîones en tre  distintos sitios de fijacion.
L a  idea de que cam bios con form aciona les  o trans ic io nes alos  
té ricas  efectuadas p o r p ro te înas  sean los m ediadores de efectos ind irec tes  
o a lo s té ric o s , no es exclusive de enzim as re g u la d o ra s . E l concepto de in 
te racc io n es  a lo s té ric as  in tra m a c ro m o le c u la re s  ha sido ampliado a e s tru c -
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tunas m as com plejas como la m em brana biolôgica ( 1 3 0 ) .  L a  am pliacion  
p a re c e  logica si tenem os en cuenta que tan to la m em brana com o la e n ^  
ma re g u la d o ra  con tro lan  su activ idad biolôgica m ediante ligandos re g u ia -  
d ores  especîficos que no toman parte  en los en laces covalen tes , pero  -  
que in teraccionan re v e rs ib le m e n te  con re c e p to re s  reg u lad o res  de la su ­
p erfic ie  de c iertos com ponentes del com ple jo . Esto  ligandos especîficos  
unidos a la enzim a controlan sus prop iedades cata iîtîcas o de fijac iôn , 
mi en tra  s que su union cf la m em brana con trô la  la perm eacion  de la mis 
ma a distintos tipos de iones, la inhibiciôn de determ inados p ro c e s o s  bio 
sintéticos y otros muchos p ro c e s o s , como queda indîcado a n te rio rrn e n te . 
O tro  notable punto de coincidencia entre  m em branas y enzim as regu lad£  
ra s  es que la resp u esta  a concentracion es c rec ien tes  de ligando no es  
linea l. A m b a s  e s tru c tu ra s  m anifiestan fenom enos cooperativos com plejos  
que îm p lican  la necesidad  de n iveles u m b ra les  de ligandos reg u lad o re s  
p a ra  d e tec ta r activ idad  b io lôg ica. E n  consecuencia tan to la m em brana co 
mo la enzim a reg u la d o ra  estan dotadas de sitios reg u lad o res  con estereo  
especific idad  p ara  determ hadosligandos y presentan la propiedad de exp e­
rt men ta r  cambios con form aciona les ré v e rs ib le s  en las es tru c tu ras  re c e p -  
toras de ligandos, capaces de tra n sm it!rs e  a o tras es tru c tu ras  a le jadas  
del sitio de fijaciôn.
A  p e s a r  de las sem ejanzas funcionales y reg u lad o ra s  entre  
m em brana y enzim a a lo s té ric a , exîsîen notables d ife ren c ias  e n tre  estas  
dos entidades cuando se tra ta  de ap lica r a ambas de modo ind iscrim îna
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do el m odelo alostenico de M onod y c o l. ( 4 7 ) .  S e g u n  este modelo las 
enzim as reg u lad o ra s  son o ligo m eros in tegrados p o r p ro to m ero s  îdéntî- 
COS; asociados de tal modo que ocupan s iem p re  posiciones équ iva len tes . 
C ad a  p ro to m ero  puede te n e r, a I m enos, dos estados conform acionales , 
pero  no independientemente de los dem as p ro to m ero s  del o lig o m e ro . E l 
cambio de conform acion de un pro tom ero  im plica el que todos los proto 
m eros  del o ligom ero ex p e rim e n te r el m ism o cam b io , de tal m an era  que 
la p ro tem a mantenga inaTteradas sus prop iedades de s im e trîa .
L a  extrapo lacîon  de estas ideas al concepto de m em brana  
tal como hoy la conocem os no es una ta re a  factib le . Tod a la m em b ra­
na re p re s e n ta r îa  un m acroo ligom ero  cuyos p ro to m ero s  es tarîan  fo rm a -  
dos p o r  unidades pro té icas  de la m em b ran a . A h o ra  bien, la c a r a c te r l-  
zacion de estas unidades es todavîa p ro b le m a tic a . D e  acuerdo al mode­
lo de S in g e r  (35)  se rfan  lipoproteînas in tégra les  d istribu idas a lo largo  
de la m em brana sin mas ex igen cias  de re g u la rid ad  y s im e tr îa . Segûn  
G re e n  y co l. ( 36 )  los p ro to m ero s  es ta rîan  form ados p o r los com plejos  
de p ro te în as  con sus lîpidos aso ciados. E s te  rrodelo encaja m e jo r con 
los postulados de la teorîa a lo s té ric a  aunque sin d a r  razon de todas sus  
e x ig en c ia s . L a s  prop iedades de s im etrîa  no se encuentran  en la mem­
bran a  antes ni después de los cambios de conform acion expérim enta  dos 
p o r sus es tru c tu ra s  e lem enta les . P o r  consiguiente la am pliacion del con 
cepto de enzim a reg u lad o ra  a la m em brana debe h a c e rs e  teniendo p ré ­
sente las re s tric c io n e s  im puestas por la m isma e s tru c tu ra  de la m em bra
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n a , e n tre  las que po dem os ci ta r  la fa I ta de prop iedades de s im e tr îa ,  
el desconocim iento del concepto de p ro tom ero  y la transicion alosté­
r ic a  de cada pro tom ero  im puesta p o r  su re lac io n  con los restantes  
p ro to m e ro s . D e  hecho se admite que al lado de un p ro to m ero  que 
haya sufrido una transicion pueden e x is tir  o tro s  que no hayan  e x p e -  
rim entado ningun cam bio.
L a s  enzim as a lo s té ric a s  p resen tan  sitios estereospecîficos  
«
p a ra  la fijacion de m etabolites re g u la d o re s . L a s  m em branas tam bîén. 
P e ro  la com plejidad de ligandos que se fijan a la m em brana es un 
exponents de su com pleja es tru c tu ra  y de sus multiples funciones. 
P odem os c la s ific a rla s  en cuatro  g rupo s de acu erd o  con W allach  (131) 
atendienco a sus pesos m o le c u la re s .
E! p r im e r  grupo com prends a lo s  e fec to res  mas s im ples, 
cuyo peso m o lecu la r es in fe rio r  a 50 daltones. E n tre  o tro s  podemos 
c ita r  los iones H ^ , K*^, N a ^ , C a ^ ^ , Mg"^^ y C l ,  S u s  sitios de f i-  
jacipn deben e s ta r  c a ra c te riz a d a s  p o r  la ca rg a  y el ta man o del ion, 
no siendo exc lus ivos de lîpidos o p ro te în a s .
E l segundo grupo com prende sustancias de pesos m olecula­
re s  que pueden v a r ia r  e n tre  50 y 1000 .  L o s  fosfolîp idos, e s te ro id e s , 
antib io ticos , am inoâcidos, tran sm is o res  s inapticos, a z ù c a re s , etc. 
pertenecen  a esta c a te g o rîa . L o s  rece p to re s  de estos ligandos de­
ben s e r  altam ente especîficos y dotados de grupo s de fijacion con 
una determ inada orientacion en el esp ac io . L o s  m ejor conocidos son
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de n atu ra leza  pro te îca  y se supone que estan capacitados p a ra  efec  
tu a r cambios con form aciona les  en p re s e n c ia  del ligando,
E l te r c e r  grupo esta întegrado p o r m acro  m oléculas de pe­
sos m olecu lares  mu y v a r ia d o s . P o dem os c ita r e n tre  o tra s ,  en z im as , 
anticuerpos p ro te în as  h o rm o n a les , antîgenos, lectinas , c o lic in a s , e tc .  
E s to s  ligandos req u ie ren  rece p to re s  com plejos en su o rg a n iza c io n , 
pertenec ien tes  a com ponentes m acro m o lecu lares  de la m em b ran a .
t
E l cu arto  grupo esta form ado p o r sistem as biologicos de ele  
vada com plejidad como pueden s e r  los v iru s , los polisom as y o tras  
c é lu la s .
E l tîpo de re lac ion  existante en tre  estos d iferentes ligandos 
viene definîdo p o r sus posib les in teraccîones ( 1 3 2 ) .  H a b ra  in te ra c ­
ciones d irectes en tre  dos ligandos cuando am bos ocupen cl mismo s [ 
tio debido a su sem ejanza es tru c tu ra l o cuando la p roxim idad  de los 
sitios perm ita que mutuamente se in te ra c c io n e n . E n  el p r im e r  caso 
se tra ta  de impedimento es té rico  que im plica com petitividad y en el 
segundo sim plem ente de in te racc iones  d irectes  e n tre  ligandos. H a b ra  
in teracc iones ind irectes  o a lo s té ric as  cuando los sitios de fijacion de" 
dos ligandos sean topo logica mente d ife re n te s , de tal m anera  que la 
re lac io n  de un ligando con el otro venga mediada p o r una proteîna  
o bien por una e s tru c tu ra  de m em brana de m a y o r com plejidad.
L a s  in teracc iones d irectas e n tre  ligandos de m em brana son 
p ro b ab les  cuando se tra ta  de ligandos com prendidos en el mismo g ru
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po , p e ro  p a re c e  dificil que sustancias reg u lad o ra s  de mu y d iverses
tam ahos m olecu lares  y com posicion se in teraccionen  d irec tam ente .
Com o ejemplo c la ro  de in teraccion  in d ire c ta  podem os c ita r  la inh i-
bicion ir re v e rs ib le  de la actividad co lin érg ica  de la acetilcolîna por
el T D F  ( 1 3 3 ) .  Anâlogos de la acetilcolina como l a  carbam ilco lina
se unen al sitio de la acetilco lina despolarizando la m em brana en
tan to que el T D F  se une sin cau sar d e s p o la riza c io n . Esto  indica
»
que el sitio de la acetilcolina es topologicamente dîstinto de los sitios 
im plicados en m antener el potencial de m em brana y su d es p o la rizac io n .
E l tratam iento teô rico  del fenomeno cooperativo  en m em bra  
nas ha sido d e s a rro lla d o  en va rio s  tra b a jo s , p o r  C hangeux y col.
( 1 3 0 ;  134,  135)  y H ill ( 1 2 3 )  . A dm itim os que un protom ero  de mem 
b ra n a  esté rep resen tad o  p o r  una p ro te în a  in tegral capaz de ex is tir  
en dos estados con form acionales ré v e rs ib le s  d istin tos, con diferentes  
afîn idades por el ligando, E s to s  p ro to m ero s  estan dotados de sitios 
re c e p to re s  p a ra  sus ligandos esp ecîficos . E l estado conform acional 
depende de la asociacion de cada p ro to m ero  con los p ro tom eros mas 
p ro x i m es , de tal form a que el p ro tom ero  esta determ înado en su con 
form acion  por la o rg an izac io n  e s tru c tu ra l de la m em brana .
S uponem os que un pro tom ero  puede p re s e n ta rs e  en dos es  
tados conform acionales R  y S  re lac ionados p o r el equ ilib rio :
S
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Cuando cada p ro to m ero  dispone de un solo sitio re c e p to r  
p ara  el ligando F las constantes de disociacion pueden e x p re s a rs e  
(de la siguiente fo rm a :
( R )  ( F )
S  F  + F  ; K s  =
( F R )  
( S )  ( F )
( S F )
E l com portam iento de este s istem a puede d e s c rib îrs e  median 
0
te dos funciones independientes:
^ r  y funcion de estado que re p rés en ta  la fraccion de proîo- 
m eros en estado R
< y >  funcion de fijacion co rrespond ien te  a la fracc ion  de ^  
tios actualm ente ocupados p o r el ligando.
S e a  SL la energ ia  n ec esaria  p a ra  p a s a r un pro tom ero  de! 
estado S  al R  cuando todos los dem as p ro to m ero s  se encuentran en 
el estado S ,  y la e n e rg îa  re q u e rid a  cuando solo algunos proto­
m eros perm anecen  en el estado S .  L a  energ ia  es una funcion
lineal de la fracc ion  < r >  de p ro to m ero s  que han expérim enta  do la 
transicion de S  a R ,  pudiendo e s c r ib i r :
E-' = 6 - 1% < r>
donde r\ rep rés en ta  la e n e rg ia  de in teracc ion  e n tre  los p ro to m ero s  
mas prôxim os y el term ine n. <^r> la interaccion media con todos los 
pro to m ero s  al estado R .
L a  constante de isom erîzac io n  I = , cuando solo un
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p ro tô m ero  su fre  la tra n s ic io n , se puede e x p re s a r  como;
N  . g
I =
m ien tras  que si ûnicam ente algunos p ro to m ero s  perm anecen  al estado 
S ,  to ma la form a,
I* = que se puede e x p re s a r  en los té rm n o s
( r )
siguientes: N  . p  N
|, .   ^ ^ R T
E s  d e c î r ,  I es la constante de iso m erizac îo n  de un pro tom ero  en un 
medio de p ro to m ero s  en la fo rm a S .  m ientras que I* viene déterm ina  
do p o r  la p resen c ia  de o tro s  prctôm eros R  p rôx im os al que su fre  el 
cambio co n fo rm acio n a l.
En es tas  exp res io n es  <Cs>es  una funciôn de estado que re  
p résen ta  la fracc iôn  de p r o tôm eros en estado S ,  N  es el num éro de
A v o g a d ro , R  la constante de los gases y T  la tem pera tu re  absoluta.
- n.
L a  exp res iô n  e"^ sue le  re p re s e n ta r  por el sîmbolo A  debido a
su g ra n  im portancia en este s istem a, ya que indica la cooperatividad  
del m ism o s is tem a. Cuando su v a lo r es la unidad no existe co o p era ­
tividad alguna, m ien tras que cuanto m as pequena se haga m a y o r in ter 
acciôn positiva debe ex is tir  en tre  los p ro tô m e ro s .
Segun esto la constante de isom erizac iô n  !* puede e s c r i-  
b irse  I ' = I ,
Teniendo en cuenta que solo existe un sitio re c e p to r para  
el ligando F  por' p ro to m e ro , el total de p ro tô m ero s  puede e x p re s a rs e
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de la siguiente m an era :
< ro ^  fracc iôn  de p ro tô m ero s  en estado R  sin ligando uni do
<^r1^ fracc iôn  de p ro tô m ero s  en estado R  con ligando uni do
<^Sq/  fracc iôn  en estado S  sin ligando unido
<(S ‘|^ fracciôn  en estado S  con ligando unido
Segûn  esta d istribuciôn la funciôn de estado es:
+   :   .1 ________
^  +  < ^S Q ^  +  1 +  cK +1 1 + X ^ )
y la funciôn de fijaciôn del ligando F ,
/  ^    ( ^ ù    o(i^ + lA ^ ’^ ^c)
( r g )  + < r , )  + ( S g )  + 1 + a" + IA^''^(1 +X"=)
En estas  exp res io n es  X  es la concentraciôn re la tiv a  de ligando F / K p  
y c el coeficiente de fijaciôn no exc lus ive  K p / K g
E cu ac io n es  mas gén éra les  pueden s e r  deducîdas p a ra  el 
caso de dos ligandos unidos a un mismo pro tôm ero  ( 1 3 4 ) .
L o s  dos ligandos F ] ,  F 2 pueden u n irs e  al mismo rece p to r  
dando Iu g ar a in teracc iones iso stéricas  cuyas funciones de estado y 
fijaciôn son las s ig u ien tes :
y \    1 +Q<2___________________
 ^ (T + + c<2 ) + I ( 1 + c] + <7(2 ^ 2 ^
<^1 ( 1 + 1  )
( 1 + 0 1^ + 0( 2 ) + 2 ^ 2 )
S i F I  y F 2 se unen a sitios distintos dando Iugar a in te r-
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acc îo n es  a lo s té r ic a s , las funciones de estado y fijacion se pueden  
e s c r ib ir :
, . ___________________ (1 + X i )  (1 + g (2 )____________________
(1 +<^i) (1 +^<2>  + I A < r >  (1 + . X i  C l )  {1 + 1X 2 C2 )
/ \ c ( 1 + ^ 2' + ( I +C<2C2)ci
(1 (K\)  )1 + X 2) I ( I  +t f <^C] )  ( 1 + Co)
l_a c inética ^de saturac ion  de un ligando da Iugar en enzim as  
reg u lad o ra s  a cu rva s  s îgm oides, cuya sigm oidicidad depende de las 
in teracc iones e n tre  los p ro to m e ro s . l—a cooperativ idad s e ra  tan to ma 
y o r  cuanto m as fuertes sean las in te ra cc io n es , de tal m an era  que el 
débilita miento de éstas se acom paha de pérd ida de sigm oidicidad de 
la c u rv a , llegando a una fo rm a h iperbô lica  cuando los p ro to m ero s  
no se in teraccionan en abso lu te .
E n  las m em branas biolôgicas nos encontram os con curvas  
de respuesta a concentraciones c re c ie n te s  de ligando de fo rm a  mas 
o m enos s igm oide, y o tra s  extrem adam ente puntiagudas. L a s  p r im e ra s  
re c ib e n  el n o m b re  de resp u estas  gradu adas y las segundas se den o - 
m inan de todo o nada.
D e acu erd o  con el modelo expuesto, una respuesta g radu a­
da d eb eria  re f le ja r  una in teraccion débil en tre  los p ro to m ero s  de la 
m em b ran a . U n a  respuesta de todo o nada d e b e ria  o c u r r îr  cuando 
los p ro to m ero s  se in teraccionasen fuertem ente .
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A  la v is ta  de los p a ra m e tro s  introducidos en el modelo po­
demos discutir el c a ra c te r  cooperativo de estas resp u es tas . Cuando  
el p a ra m è tre  de cooperativ idad  A vale  la unidad, los p ro to m ero s  son 
independientes y las cu rva s  de <^r^ y ^ y ^ h ip e rb o las .
E l decrecim ien to  de A  se traduce en c u rv a s  de <^r^ y de
/ y ' )  dotadas de cooperativ idad  tan to m a y o r cuanto m enor sea el va lo r
de A , lo que ind ica una resp u esta  g ra d u a d a . E s  de notar que la c u r
0
va de (  r^  no pasa por c e ro  cuando la concentracion  de ligando vale  
c e ro . E s ta  consecuencia v iene  impuesta por la suposicion de que el 
equ ilib rio  entre R  y S  ex is te  aun en ausencia de ligando unido, lo 
que m a rc a  una notable d ife re n c ia  en tre  este modelo y el de! aco p la - 
mîento inducido ( 1 3 6 ) .
E x is te  un v a lo r c rîtico  de A p a ra  el cual las c u rv a s  de sa ­
turacion se hacen d iscontinuas, y que da razon de la respuesta de to
do o n ad a . P a r a  este v a lo r  A c -  = 0 .01831 y 4 R T .  E l sis
te ma se vuelve altam ente cooperativo y m etastable. U n  pequeüo cambio
en la concentracion de ligando y la union de pocas m oléculas del mismo
producen una e x tra o rd in a r ia  pertu rbac ion  en toda la m em brana con mu[
tiples a lte rac io nes  de sus funciones. E s te  fenomeno se in te rp ré ta  como
una transicion de fase en tre  dos estados astables de la m em brana c o -
rrespondientes a los dos estados conform acionales de los pro tom eros
(130) .
L a  n a tu ra leza  nos brinda ejernplos de este comportamiento
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en los organos o lfa torîos de c iertos insectos , la mue rte b a c te ria n a  p o r  
m oléculas de c o lic in a , la hem olisis de e ritro c ito s  p o r una s im ple  m olé­
cula de com plem ento an ticu erp o , y o tro s  m uchos.
E n  el modelo del acoplam iento inducido ( 136 )  ex is te  una re  
lacîon di recta e n tre  la cantidad de ligando que se  une o lib e ra  de la 
m em brana y el num éro de p ro to m ero s  que su fren  la transicion alosté­
r ic a .  S in  em bargo en el modelo que p résen tâm es no o c u rre  es to . L a s
0
funciones de estado y de fijacion no coinciden n e c e s a ria m e n te . L a  -  
union de un reducido  num éro  de m oléculas de ligando puede co rresp o n  
d e rs e  con am plios cam bios de conform acion en la m em b ran a , y por  
el c o n tra rio  pequenos cam bios en la m em brana pueden i r  acom pahados  
p o r fijacion o lib erac io n  de un notable num éro de m oléculas de ligando.
E sta  prop iedad am plificadora  ha sido resa ltada  p o r  C hangeux  
y c o l. ( 134)  qu ienes in trod u jeron  un coeficiente de am plificacion p ara  
c a ra c  te r i  za rla  :
  1___________
^  < ’'> m a x  -< ''> m in  '
E l coeficiente es funcion de la concentracion re la tiva  de li­
gando p a ra  unos va lores determ inados de los dem as p a ra m e tro s , exis  
tiendo un va lo r de cX p a ra  el cual el coeficiente es  m axim o. Enfonces  
la fra cc io n  de p ro to m ero s  que exp érim enta  la transicion es tr^s veces  
m ayor que la fracc io n  de sitios ocupados. P a ra  o tro s  v a lo re s  de <X! 
el coeficiente es m enor que la unidad, lo que indica que la fraccion
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de p ro to m ero s  que experim enta l! la transic ion  es m enor que la fraccion  
de sitios ocupados.
P o r  ultimo c ie rto s  va lo res  de los p a ra m e tro s  hacen  la a m -
1
plificacion in fin ita . Cuando c = 0, A ^  e - 4 ,  I = A”  ^ y ^ 0 .
E s  la respuesta  de todo o nada en que pequenisim as con ce n
trac io n es  de ligando producen una pertu rb ac io n  total en los p ro to m ero s
de la m em b ran a . L a  d ife ren c ia  entre el num éro de p ro tô m ero s  que
0
han cam biado de conform aciôn y el de sitios ocupados es p rac ticam en  
te de todo a n a d a .
L a  acc iôn  de los ac tivad o res  e inh ib idores también en cu en -  
tra  su explicaciôn en este m odelo. L o s  ac tiv id adores  tendrfan m ayor  
afinidad por la fo rm a R  y consiguiente men te es tab iliza rîan  el estado a ç  
tivado de la m em b ran a . E l coeficiente de fijaciôn no exclus ive s é ria  
m enor que la un idad . P o r  el con trario  los inh ib idores se u n irîa n  a ia 
form a S ,  estabilizando el estado inactivo de la m em b ran a , y el coefi­
ciente de fijaciôn no exc lus ive s é ria  m a y o r que la unidad. E l efecto 
antagônico de estos com puestos ven d ria  mediado p o r  las trans ic io nes  
a lo s té ric as  del p ro tôm ero  e n tre  dos estados con form acionales e x tre m e s .
E l v a lo r  del coeficiente C  que se ve afecta do p o r  la acciôn  
de ac tivadores  e inh ib idores re p ré s e n ta  un dato de gran im p o rtan c ia , 
P a re c e  norm al que la funciôn de estado tendiera a la unidad cuando 
la concentraciôn de ligando se increm enta  îndefinidam ente, sin em bargo  
no es a s i. L a  funciôn de estado C r )  tîende a un limite en tre  0 y 1
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împuesto por el coeficiente C .  So lo  cuando C  v a le  cero  la funciôn de 
estado tiende a la unidad.
D e todo esto se deduce que el para le lism o  establecido entre
enzim as reg u lad o ra s  y m em branas biolôgicas es va lid o . L a  actividad
de unas y o tras  puede ajusta rs e  a mode los idénticos teniendo en eu en
ta la natura l d ife re n c ia  de com plejidad. L a s  funciones d e s a rro lla d a s
p o r la m em brana son m ultiples en su n atu ra leza  y variad as  en su -
»
m agnitud. P e ro  en todo c a s o , ya im pliquen la totalidad de la m em bra  
na ya estén lim itadas a a re a s  de distinla am plitud, su com portam iento  
trente  a varîac io n es  en la concentraciôn  de ligando se adecua p e rfe c -  
tamente al modelo teôrico que siguen las enzim as a lo s té ric a s .
P o r  o tra  parte  la varied ad  de respu estas  que encontram os  
en la m em b ran a , algunas extrem adam ente  ra p id e s , o tras g rad u ad as , 
encuentran  su exp licaciôn en la variab ilid ad  de los p a ram e tro s  que se  
m anejan en el m odelo . E n  conclusiôn, el modelo da cuenta de la acti­
vidad biolôgica que puede d e s a rro lla r  una m em brana p lasm atica , aun 
adm itiendo la d ive rs id ad  de c rite r io s  a la hora de e x p re s a r  su estruc  
tu ra .
E l co no ci miento de una m em brana b ac te rian a  puede abo rd ar  
se desde distintos puntos de vis ta. N u e s tro  trabajo  tenia un objetivo  
bien concreto : es tu d ia r las re lac iones que exis ten entre c ie rta s  e n z i-
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mas asociadas a la m em brana y la p ro p ia  m em b ran a . Con ello Intenté 
bam os d e s c u b rir  las im plicaciones es tru c tu ra le s  y funcionales a que -  
esté sometido un componente biolôgicam ente active p o r el hecho de ha 
lla rs e  asociado a la m em brana celular-. L a s  en zim as  selecc ionadas pa 
ra  este  trabajo fueron la A T P a s a  y la N A D H  desh id rogenasa de E .  
coll aun cuando nuestros resu ltados fueron obtenidos fundamental mente 
con la p r im e ra . L o s  pasos seguidos en este estudio pueden re d u c irs e  
a los siguientes puntos:
Ifil -  S o lub ilizac lon  selective de las en z im as  citadas més a r r ib a .  E ste  
dato perm ite  deducir el tipo p re fe re n te  de en lace  que las m antle - 
ne asociadas a la m em brana asf como la intensidad de esta aso­
c iac io n . L a  so lubilizaclon de la A T P a s a  fue Nevada a cabo en 
dos tipos d ife ren tes  de p ré p a ra  cion de m em b ran a .
22 -  P u rificac io n  parc ia l de la A T P a s a  y determ inacion de algunos p a -  
ré m e tro s  m o le cu la res .
32 -  Estud ios s o b re  la inestabilidad de la fraccion soluble de A T P a s a .
42 -  C in é tica  com parativa  de la A T P a s a  al estado soluble y unida a 
la m em brana ,
52 -  E stud io  detallado del efecto estim u lador de la tripsina s o b re  la
A T P a s a ,  tan to en su fo rm a unida a la m em brana como soluble o 
parc ia lm ente  p u rificad a .
C ree rn o s  quo n u es tro s  resu ltados ap o rtan  conclusiones in te -
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pesantes que nos perm îten te n e r un m e jo r conocîmiento de la estructu ­
ra  de la m em brana de E . c o l î . y de alguna de sus prop iedades funcio­
nales y actividades re g u la d o ra s . A l m ism o tiempo nos posibilitan e s ta -  
b le c e r re lac iones de com paracion  con p rocesos s im ila re s  estudiados en 
otros m icro organ ism os e incluso o rgan ism os s u p e r io re s . T o d o  ello con 
trîbuye a co m p ren d er m ejor la n a tu ra leza  de una bacteria  g ra m  n eg a ti- 
va com o E . coli y a es tab lece r con m a y o r co n cre te z  las d ife re n c ias  que  
la indiv idualizan d e n tro 'd e l complejo mundo que fo r  man los s e re s  vivîen  
te s .
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M A T E R I A L E S  Y  M E  T O D O S
O ultivo  de E .c o l î
ï=*a= ss===ats==^=== = =
L a  cep a de E . c o l î  que he mo s utîllzado en este trab a jo  tiene 
el n u m éro  414 ( H f r . t h r ”*) de la colecciôn del D r .  J , Puig  (F a c u lta d  
de O ie n c ia s , U n iv e rs îd a d  de los A n d e s , Me r id a , V e n e z u e la ) .
L a  b a c te ria # fué cultivada en un medio que contenfa 5 g de 
a g a r n u tritiv e , 3 g de ex trac to  de leva d u ra , 3 g de extracto de carne  
y 0 .3  g de g lucosa p o r lîtro  de cu ltivo . L a  s ie m b ra  se efectuo a paj2 
t ir  de un inoculo de 5 ml de células en estado estac ionario  tem prano  
que habian sido cultivadas en el mismo m edio. O a d a  inoculo se aplico 
a 500 ml de cultivo contenidos en m atra ces  de un litro . E s t o s  m a tra -  
ces se m antuvieron en agitacion a 3 7 2 0  durante trè s  ho ra s  y m edia. 
A l final de ese p e rio d o , el cultivo se encuentra en fase exponencial 
a v a n z a d a , como se indica en la F ig , 1. En ese momento se detîene 
el crec im îen to  recogiendo las b ac terias  p o r centrifugaciôn a 4000 x  g 
en una centrîfuga S o  r  va II R 0 2 - B ,  a 0 - 4  2 C .  E l m icroorgan ism o sec^ 
men ta do se lava una vez con T r is  10 m M , pH  7 .5  antes de in ic ia r  
la p re p a ra c io n  de m em b ran a s . E l volum en de tampôn utilizado en e s ­
tos lavados fué de 30 ml p o r  cada 500 ml de cultivo b ac te rian o .
P re p a ra c io n  de m em b ran as .
L a s  célu las  de F . . co ! i una v e z  la vada s y sedim entadas por 
centrifugaciôn fueron  som etidas a dos tipos distintos de t r a t a  m iento. -
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F ig , 1 -  C u rv a  de crecim îento de E s c h e ric h ia  coli K - 1 2
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E n  am bos casos obtenîam os fraccîones enriquec idas  en m em brana plas  
mâtrca aunque con distintos grados de in tegridad . Cuando apiicam os  
las técnicas c o r r ien  tes ( 1 1 4 ,  117) el resuitado fué no rm al. L a  fra c ­
cion de m.'.mbra.nas conlen'a pequenas vesiculas contam 'nadas con frag  
men to s de m em brana e x te rn a . S in  em b arg o , la introduccion de una -  
m cdificacion a este método d«6 resultados morfologicamente bastante  
f e rent es .  L a s  m em branas obtenidas p o r nosotros p^esentaban un ta - 
maao sem ejante al de la célu la b ac te rian a , y ’un aspecto en aparienc ia  
poco coniaminado con elem entos de p a r e d ,  como se puede v e r  en la 
F ig . 2 . indudablemente estos hechos suponen que la es tru c tu ra  de la 
m em brana ha sufrido  menos en ’as m an'pulaciones de a is lam îen to , y 
en consecuencia rep résen ta  un m aterial mas idoneo p ara  cua iqu ier ti­
po de estudio de memb-^ana como t a l , o de sus com ponentes como en 
tidades intégrantes del todo.
El método que nosotros he mes seguido puede re s u m irs e  en 
los siguientes puntos:
1 ^ , -  L a s  b ac terias  lavadas se tratan con E D T A  20 mM en T r i s  30 
m M , p H  ü y se mantienen durante 30 m in, a tem peratu re  am iJente.
E: resuitado es la f ragm en ta cion de la m em brana externa  y su sepa­
racion parcia! del reste de ia cuo 'erta ce'u’a r ,  E ! vo 'umen de ta.mpon 
em pleado tanto en este como en los tratam ientos siguientes es de 10ml , 
Dor cada 500 ml do medio da cu ltivo . continuacion se centrifuge a
F ig ,  2 -  Membranas de E , cpil vistas al microscopio electr6nlco« 
65.000 aumentos.
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4000 X g a 0 -4  S C , durante 15 min. E l  sobrenadante esta compuesto  
pop el tampon y p a rte  de la m em brana externa  fragm entada y s e p a ra -  
da de la b a c te ria .
2 S ,-  E l  sedimento se resuspende en un medîo h îpertonico de s a c a ro s a
al 20%, T r is  30 m M , pH  3 y lisozim a a una concentraclon  final de
0 ,5  m g /m l. L a  suspension se mantiene en agitacion p o r espacio  de
una h o ra  a tempe ra tu ra  am b ian te . E s ta s  condlciones son suficientes
0
p a ra  que todas las b ac terias  se con v ie rtan  en e s fe ro p la s to s , los cu a -  
les se sedim entan p o r centrîfugacion a 13400 x g . E l sobrenadante  
contiene restos de pared  d igeridos p o r la lisozim a y disociados de la 
m em brana  p lasm atica que se desechan .
3 S . -  C o n  el fin de e lim înar la lisozim a que p u d ie ra  quedar adherida  
a la m em b ran a , asi como ot ros fragm entes de p a re d  o incluse mem­
b ra n a  e x te r io r , los esferop lastos sedim entados se resuspenden en tam 
p6n fosfato 0 ,1  M , pH  6 .5  y s ac aro sa  al 20%. U n a  nueva cen trifu g a -  
cion 13400 x  g perm ite  sed im en tar los es fe ro p las to s .
4 ^ . -  E l sedimento se resuspende en T r is  20 mM p H  7 .5  que contie­
ne D N a s a  a una concentracion de 20 y t g /m l . D esp u és  de 15 m in . a 
tempe ra tu ra  am b ien te , la lis is  de los esferop lastos  es casi total. Una  
centrifugacion a 3 7 . 0 00  x g sedim enta las rnem branas dejando el con- 
tenido citoplasm ico en el s o b re n a d a n te .
5 ^ . ~  L a s  m em branas asî obtenidas se lavan dos veces  con T r is  20 mM  
p H  7 .5  y C !2Mg 1 m M , recog iendolas s îem pre  p o r  centrîfugacion a
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37000 X g . L a  adîcîon de C l 2Mg 1 mM tiene pop objeto m an ten er en 
su estado natîvo las e s tru c tu ra s  m em branosas, ya  que los repetldos  
lava do s p riv a rfa n  a la m em brana de estos cationes que, juegan un im  
p ortan te  papel en la estabiüdad de las m em branas b io logîcas.
T o d as  las centrifugaciones re a lîza d as  durante  la p r é p a r a -
cion de ambos tipos de m em branas se efectuaron en una cen trifug e
S o rv a ll  R C 2 -B  a 0 -4  ^ C .
*
Con este tîpo de p re p a ra c io n  se obtîene un rendlm iento de 
20 mg de protefna de m em brana p o r cada litro de cultîvo b a c te ria n o . 
S i no se adv ierte  o tra  c o s a ,  en todas las exp erien c ia s  re a lîz a d a s  con 
m em b ran a s , se partfa  de una suspension que contenfa 1 mg de protêt 
na de m em ijrana p o r ml de suspension.
Guando aplîcam os las técnicæ c o rrie n te s  de p re p a ra c io n  de 
m em branas ( 1 1 4 ,  117) el rendim îento fué de 10 mg de protefna por  
tro de cultîvo y en las e x p e rie n c ia s  efectuadas con este tipo de m em ­
b ra n a s  se partfa  de una concentracion de protefna de 0 ,5  m g /m l. E n  
cu a lq u ie ra  de los casos las m em branas se a lm acenaron  en fo rm a de 
sedim entos a 0 ^ 0 .
En adelante las m em branas p re p a ra d a s  siguiendo las técn i- 
cas en uso has ta el p ré s e n te , las de no mi na re  mo s ’V e s lc u la s ” te ni en do 
en cuenta su pequeho tam ah o , m ientras que las obtenidas de acuerdo  
con la m odificacion in troducîda por nosotros s e ra n  llam adas simiplemen 
te ’’m em b ran a s” o suspension de m em branas .
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L a s  c a ra c te rfs tîc a s  d ifenenciales de las m em branas obteni­
das p o r  tratam iento secuencial con E D T A  y lis o z im a , y las de las  
ves fc u las  p re p a ra d a s  por acc i6n  sim ultânea de estos dos a g e n te s , se  
ran  co m p arad as  en los ap a rtad o s  dedicados a la solubilizacion de la 
A T P a s a , en R esu ltad o s .
Cuando las m em branas se u tilizaron  en e xp erien c ia s  con 
N A D H -d e s h id ro g e n a s a  fué necesario  in tro d u c ir alguna v a r ia c io n . L o s  
esferop las tos  lavados con tampôn fosfato, se re p a rtfa n  en fracc io n es  
ig u a le s , los cu a tro  sufrf an la lisis o sm o tica . A  cada fracclén  se le 
anadia una concentracîén  determ inada de C l2Mg a excepcién de una 
m u estra  que se dejaba como co n tro l. L a s  concentraciones de C l2M g  
em pieadas fueron 1, 2 , 5 ,  1 0 , 20 m M . E n  o tras  exp erien c ia s  el mag 
nesio fué sustituido por la esperm id ina  a las concentraciones de 1, 2 , 
3 , 5 ,  10 m M .
D espués de 15 m in . a 20 p racticam ente  todos los esfero  
plastos se habian ro to . U n a  centrifugacion a 3 7 . 0 0 0  x  g s e p a ra b a  un 
sobrenadan te  que contenia el citoplasm a y cantidades v a ria b le s  de 
N A D H  -d esh id ro g en asa  segun los tra tam ien tos . E s te  sobrenadante se  
g u ard ab a  para  determ inacion  de activ idades y p ro te fn as . E l sedim ento  
de 3 7 . 0 0 0  x  g estaba form a do por las m em b ran as , las cua les  se la ­
va ban dos veces como queda indicado, en p rese n c ia  de las concentra  
clones de C l2Mg o esp erm id ina  em pieadas en la lis is . L a s  m em b ra ­
nas de! segundo lavado fueron  utilîzadas en los ensayos de actîvidad  
N A D H  -d esh id ro g en asa  y exp erien c ia s  de solubilizacién de la mi s ma 
e n z im a .
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S o lu b îlîzac îén  de A T P a s a
L a  obtencîén de A T P a s a  en form a soluble se llev6 a cabo
a p a r t ir  de m em branas a lm acenadas cuyo sedim ento y cuyo tiempo de
a lm acen a je  nunca tuera  s u p e r io r  a una sem ana. E l proceso de solubi
lizac ién  consiste en res u s p e n d e r las m em branas o vesi culas en d ite -
ren tes  tampones de ex tracc ién  a concentraciones de protefna de 1 m g /
ml 6 0 , 5  m g/m l segün las p re p a ra c io n e s , m antener estas suspensio -
*
nés a 37 SC  d u ran te  30 m in . y cen trîfu g arlas  a 3 7 . 0 0 0  x  g a tem pera  
tura am bien te . L o s  sobrenadantes de estas centrifugaciones se co n s i-  
d e ra ro n  como m ateria l so lu b le , m ien tras  que los sedim entos res îduales  
se resu s p en d ie ro n  en sus volum e nés o r ig in a le s , cuando se q uerfan  e m -  
p le a r en p o s te rio re s  en s ayo s . P o r  ex igencîa  de las e xp erien c ia s  que 
se q u e rfa n  r e a l iz a r ,  algunas vec es , la concentraciôn de p ro tefnas  de 
m em branas  en el Ifquido de so lubîlizaciém  e ra  bas tante in fe rio r  a la 
concentracîén  o r ig in a l, com o se v e ra  en R esu ltad o s . Ha y que notar 
que una reduccién en el tiem po de incubacién de las p re p a ra c io n e s  de 
m em brana con los tampones de ex tracc ién  y una disminucion en la -  
tem p era tu ra  o am bas a la v e z ,  no m a rc a ro n  d îfe ren c ias  a p re c ia b le s . 
P o r  es ta  ra z 6 n , salvo las p r im e ra s  e x tra c c io n e s , todas las restantes  
se efectuaron  resuspendîendo las m em branas en los tampones de e x -  
tracc ién  y dejândolo 15 m in . a tem p era tu ra  am bien te .
E l m ateria l soluble y los sedim entos res idua les  fueron u tili- 
zados p a ra  estudios de activ idad  A T P â s ic a  y concentracién  de protef­
na , y es tab lecer as f resu ltados com para tives  con la suspension o r ig i-
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nal de m em b ran as  y ves fc u las .
E n s a y o  de activ idad  enzim âtîca
L a  determ inacion de la activ idad  A T P â s ic a  se efectuô en
un m edîo quecontenfa 4 /(m o les  de A T P ,  2 Jjûrc\o\es de , y 12
^ m o le s  de T r is  p H  7 . 5 ,  en un volum en total de 4 00 ^ 1 . V a r îa c îo n e s
en la con cen trac ion  de A T P ,  Mg’*'**’ o los dos a la vez  se expondrén
més adelan te  en R esu ltad os. L a  re a c c ié n  se in ic ié  anadiendo 100JjlQ
0
de p ro te fn a  de m em brana 6 5 0 ^ g  de vesfculas en 100J^\ de T r is  
20 m M  (p H  7 . 5 )  -  Mg**^ 1 m M .
L a s  cantidades de protefna so lub le , anad idas  en el mîsmo 
volum en que las a n te rîo re s  p e ro  en los Ifquidos de so lu b ilizac ién , fue 
ron m as v a r ia b le s . E l m arg en  de v a r ia c ié n  osc îla  desde 3 ^ g  a 40 Lg 
de p ro te fna  total so luble. E n  los ensayos con tr ip s in a , la p ro teasa  
fué ad icionada antes que la A T P a s a  a una concentracion de 0 ,2  m g / 
ml del medio de reac c io n . A  continuacîén se incubé la m uestra  com­
pléta a 37  ÛC p o r  tiempo s v a ria b le s  segén los req u erim ien to s  de la -  
e x p e r ie n c ia . L a  reaccién  se detuvo introduciendo los tubos de ensayo  
en bano de hielo y anadiendo répi da men te los ré a c tiv é s  p a ra  d eterm i­
n e r  el P i liberado segun el me to do de R a c k e r y Vam butas ( 137 )  tal 
como fué d escri to por M unoz y co l. ( 1 3 6 ) ,
D e  acu erd o  con este m etodo, term inada la re a c c ié n , las 
m u estras  se d îluyen con 3 .2  ml de agua destilada a 0 In m ed ia ta - 
mente se ahade 1 ml de Molibdato am énico al 2 ,5% en âcido sulfuHco
7 3 .
5 N , y 0 , 2 5  ml de a ci do am ino naftol suifonico al 0 ,25% en un medîo re  
d u c to r, compuesto de S O j N a 2 40 mM y S O ^ H N a  0 ,7  M ,
D espués de 5 m in . a 37ÛC todo el P i liberado en la re a c ­
cion se ha convertido  en fosfom olibdato, obteniéndose un c o lo r  azul in ­
tense con una absorc io n  m axim a a 650 nm .
Con el fin de e lim in a r los posib les e r r o r e s  introducidos p o r
la h id ro lis is  espontanea del A T P ,  se h icieron b lancos aprop iados p a -
0
ra  cada determ inacion , que se trataron |o mîsmo que las res tan tes  m ues  
tra s .
Cuando los ensayos de activ idad  se efectuaron con A T P  -  
y ^ ^ P , el medio de reacc ion  y la incubacion de las m uestras se lle v a -  
ron a cabo de la form a d e s c rita  mas a r r î b a .  L a  reaccion se detuvo 
anadiendo a cada tubo de ensayo 0 ,5  ml de carbon activo al 4% en 
C IK - C IH  0 ;2 M , p H  1 . 6 .  Ten ien do  en cuenta las va riac io n es  en las  
concentraciones de A T P ,  fué n ecesario  u tiliza r en algunos ca s o s , con 
cen trac iones m ayo re s  de carb o n  activo p a ra  a d s o rb e r  todo el su s tr  a to 
p résen ta  en el medio de re a c c io n . L a s  m uestras asf p re p a ra d a s  se 
agi ta ron y se cen trifugaron  a 4000 x  g durante 10 m in. en una c e n tr i­
fuge S o rv a ll R C 2 - B .  S e  to ma ron alfcuotas del sobrenadante y se c o n -  
taron en un co n ta do r  de centelleo de N u c le a r  C h ica g o . E n  estudios 
de cinética de saturac iôn  de sustrato se hicieron contrôles p a ra  todas 
las m uestras  con distinta concentracion  de A T P .  S u  objeto e ra  c o r re  
g ir la h idro lis is espontanea de sustrato y la posible incapacidad del 
carbôn activo p a r a  a d s o rb e r todo el A T P  no h id ro lizad o .
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S e  ha defînido la unîdad de actividad enzim atica como la 
cantidad de enzim a que lib é ra  1 ^ m o l de P i en 30m in . y la actividad  
esp ec îfica  como el num éro de unidades p o r m g. de p ro te fn a . E n  es  
tudios de cinética defin irem os la unidad de actividad especffica como 
la can tidad  de en zim a que lib e ra  1 J(Xr\o\ de P I p o r  min. y p o r m g. 
de p ro te fn a .
L a  cantidad de protefna fué determ inada p o r el método de 
0
L o w r y  y col. ( 1 3 9 )  con seroa lbû m ina bovina com o s tan d ard .
L o s  estudios de inhibicion p o r  A D P  y P i fueron efectuados  
determ inando su efecto s o b re  velocidades in iciales de re a c c io n . L a s  
velocidades fueron obtenidas bajo condiciones n o rm ales  de ensayo de 
A T P a s a  pero con algunas v a r ia c io n e s . Cuando se estudiaban cu rvas  
de satu rac iôn  de sustrato a distintas concentrac iones de A D P  o P i ,  
estos inh ib idores se ahadfan al medio de reaccion  en tampén de T r i s -  
C l H  30 m M , p H  7 . 5 .  L a  reacc ion  se iniciaba p o r  la adicion de la 
enzim a e incubacion a 3 7 Û C .  L a s  de m as condiciones se m antenian  
in a lté ra b le s . L a s  concentraciones de A D P  em pieadas en exp erien c ia s  
de inhibicion fueron  0 . 4 ,  1 . 2 ,  y 2 , 4  m M ; y las de P i 2 y 4 m M .
En e x p erien c ia s  de variac io n  de velocidades in ic ia les  frente a concen  
tra c io n es  c rec ien tes  del in h ib id o r, a cantidades fijas de s u s tra to , el 
rango de concentraciones de A D P  v a r ié  de 0 . 0 2  mM hasta 5 m M . E l 
inh ib ido r fué ahadido a T r is  30 m M , p H  7 . 5 .  D e  modo sernejante se
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o p ero  con el Mg^'*' cuando se  estudio la saturac iôn  a m agnesio a con­
cen trac io n  constante de A T P .
^ je c tr o fo r e s is  en g e le ^  de p o lia c n la m id ^
L a  e le c tro fo re s is  analftica de las p rep a ra c io n es  solubles se 
efectuo en geles de 0 ,6  c m . de d iam etro  por 4 6 12 cm de longitud, 
al 7% de acrilam id a  y al 0 , 1 8 3 %  de N , N  *-m e tile n b is a c rila m îd a . Como  
tam pén se ha utilizado T r is  5 mM -  G l icocola 3 7 , 5  m M, p H  8 . 5  ï  0 . 2 .
t
L a s  m uestras  se c o r  r ie  ron a 2 m A y 5 m A p o r  gel, el tiempo n e ­
c e s a rio  p ara  que el m a rc a d o r (azu l de brom ofenol) llegara  a p ro x îm a -
dam ente a 1 cm del final del g e l. L a s  proteinas fueron ten Ida s de 
acu erd o  al método de F a irb a n k s  y col .  ( 1 4 0 ) .
P a ra  la tincién enzim atica de la A T P a s a  los geles se co -
r  r ie  ro n  en la fo rm a  ya d e s c rita  y s ie m p re  p ara le lam ente  con geles  
p a ra  p ro te fn as . L a  tincién se efectuo siguiendo la técnica de W einbaum  
and M a rk  man ( 1 4 1 ) .  Inm ediatam ente después de c o r  ri dos, se  re tira ro n  
de sus tubos de e le c tro fo re s is  y se incubaron a 37 2 C  en un medio 
que contenfa A T P  4 m M, C l2Mg 2 mM y a ce ta to de plomo al 0,4%  
en T r is  100 m M , p H  7 . 5 .  D espués de 20 min. de incubacién se lava  
ron con agua destilada p a ra  e lim inar todo el p ré c ip ita  do de la super fi 
cie del gel y se re v e la ro n  con una disolucion de S ( N H ^ )  2 al 1%.
L a s  bandas de A T P a s a  se visualizan  con un c o lo r  m arron  oscuro  de 
sulfuro de plom o, que se puede h a c e r perm anente fijando los geles  
con acético al 7%.
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P u ri fi ca cion de  ^ A T  P a sa  so I u bl e po n e  ro  ma to g raMa en go lum na.
L a  purificac ion  de la A T P a s a  se llevo a cabo p o r  c ro m a to -  
graffa  en S ep h ad ex  G - 200 y S e p h a ro s a  4 B , en oolumna de 2 ,5  cm , 
de d iam etro  p o r 90 cm de longitud. T a n to  los ge les  em pleados como 
las colum nas e ra n  de P h a rm a c ia  F in e  C h e m ic a ls . L a s  co lum nas fue­
ron em paquetadas segun el método d escrito  por F is c h e r  ( 1 4 2 )  em plean
do una prolongacion de la colum na del mismo d iam etro  y suficiente Ion
«
gitud p a ra  poder in tro d u c ir de una sola v e z  todo el gel n e c esario  y 
e v ita r  asf las posib les ro tu ra s  del gel ,  impuestas p o r una adicion fra c  
cionad a. In ic ia lm en te , el S e p h a d e x  G -2 0 0  se éq u ilib ré  con tampén  
C O 3 H N H  4 50 m M , E D T A  3 m M , p H  7 . 5 ,  pero  en exp erien c ia s  pos­
te r io re s  tanto la columna de S ephadex  G -2 0 0  com o la S e p h a ro s a  4 B  
fueron equ îlib rad as y elu idas con T r is  50 m M , E D T A  3 m M , p H  7 . 5 .  
L o s  volûm enes de exclusion ( V o )  d e te r minados como volumen es de 
elucién del D e x tra n o  azul 2000 fueron de 135 ml p a ra  la colum na de 
S e p h a d e x  y de 192 ml p a ra  la de S e p h a ro s a  L o s  volûm enes de
inclusion (V î  + V o )  fueron calculados p o r el volum en de elucién del 
C IN a  de tecta do con N O s A g  é por el del triptéfano de tecta do p o r e s -  
pectrofotom etrfa a 279 nm . P o r  cu a lq u iera  de estos medios se obtuvo
un volum en de înclusién de 440 ml en la columna de S ep h ad ex  G -2 0 0
y 400 en la de S e p h a ro s a  4 B .  L a  A T P a s a  soluble fué ap licada a 
la colum na de S e p h a d e x  G -2 0 0  en un vo lu mien de 4 ml. a una concen
tracién  de protefna aprox im ada de 5 m g /m l, después de h ab er si do
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co n cen trad a  con m em brana D iaflo  P M -5 0  de A m ic o n . L a  e lucion  se  
efectuo a un flujo constante de 25 ml p o r hora y a tem p era tu ra  am b ien te . 
L a s  fracc iones elu idas fueron  recog idas en un co lec to r B u c h le r  F r a c t o -  
m ettre  200 y ensayadas p a ra  actividad enzim atica y pro tefnas segun los  
req u erim ien to s  de ’ la e x p e rie n c ia .
A lgunas veces , se concentra ron las fracc io n es  de m ayo r a c -  
tiyidad hasta un volum en de 2 ml aprox im adam ente y cantidades algo v a ­
r ia b le s  de protefna segun los casos, y se ap licaron  a la co lum na de 
S e p h a ro s a  4 B . L a  elucion se efectuo con el m ismo tam pon, a tem pe­
ra tu ra  ambiente y a 25 ml p o r hora de flujo. L a s  fracc iones fueron r e  
cogidas en un co lec to r B e c k m a n , modelo 133 A  ensayandose p a ra  a c ­
tividad y protefna inm ediatam ente,
S o lub ilizac ion  de N A D H -d e s h id ro a e n a s a
L a  N A D H -d e s h id ro g e n a s a  es  una enzim a mu y débilm ente  
aso cîada a la m em brana de E . c o li, p o r  esta ra z o n  y su m ecanism o  
de aso cîac io n , las condiciones que solub ilizan  la A T P a s a  o fre c e n  un 
medio muy apto p a ra  d iso c ia r la N A D H ]-d e s h id ro g e n a s a  de la mem­
b ra n a  bacteriana ( 1 4 3 ) .
M em b ran as  rec ién  p re p a ra d a s  se resuspendfan en C O 3H N H 4 
50 mM -  E D T A  3 m M , p H  9 ,  6 bien en T r is  de la mi s ma m olaridad  
cuando este se utilizo en lu g a r de b icarbonato . L a  concentracion de 
pro tefna de m em brana en el tampén de extracc ion  e ra  de 1 m g /m l 
cuando las condiciones e ra n  n o rm a les . S i las m em branas e ra n  o b te -
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ni da s en p rese n c ia  de concentraciones crec ien tes  de C l2Mg o e s p e r­
m id ina , entonces presentaban cantidades de protefna total que va rîab an  
desde 1 m g/m l p a ra  concentraciones de C l2Mg o esp erm id ina  m uy b a -  
ja s , hasta 2 m g /m l p ara  las concentraciones m as a lta s . V é a s e  R esu [ 
tados. D espués de m antener resuspend idas duran te  20 m in . a tem pe­
ra tu ra  ambiente estas distintas p re p a ra c io n e s  de m em brana se  c e n tr i-  
fugaban a 3 7 .0 0 0  x  g en una centrffuga S o rv a ll ,  a la mi s ma tem p era ­
tura y durante 20 m in ., E l sobrenadante que resu ltab a  de esta  centrîfu  
gacion se consideraba como N A D H  -d e s h id ro g e n a s a  soluble en los en 
sayos sucesivos.
Ensayo^ H  t -d e s hid rg g e n ^ ^
L a  activ idad enzim atica  de la N A D H  -d e s h id ro g e n a s a  tanto 
en m em branas como en fra cc io n  soluble o citoplasm a se déterm in é de 
acu erdo  con el método de S a u rg e  ( 1 4 4 ) .
L a  m ezc la  de re a c c ié n  contenfa 5 ^<mo!es de N A D H ,  ICO ^im oles  
de fosfato sodico y 0 ,1  ^ m .o les  de 2 , 6-d ic lorofenolindofenol ( D C l P ) p H 7 . 5  
en un volumen final de 2 , 9 5  m l. L a  enzim a fué ahadida en un volum en  
de 50 yUi, iniciandose rapidarrente el seguim iento de la reduccîon del 
D C iP  en un espectro fo tém etro  G ilfo rd  modelo 2 4 0 0 ,  a 600 nm eq u ip a - 
do con un acceso rio  de m edida autom atica. L a  reduccîon del D C IP  
se c o rr ig io  utilizando como control una cubeta sin N A D H  t^deshidroge  
n asa . L a  unidad de actividad se define como la cantidad de enzim a que  
es c ap az  de re d u c ir  1 ^^mol de D C iP  en 10 m in . L a  unidad de a c tiv i-
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dad especffica com o la cantidad de en zim a que es capaz de re d u c ir  
1 ^ m o l de D C IP  en 10 m in . y 1 ml de m u estra . E s  n ec esario  ad­
vert! r  que 1 ml de extracto  contiene la cantidad de protefna so lu b ili-  
zada de 1 ml de suspension de m em branas y que 1 m! de fracc ion  
citoplasm atica con.tiene la cantidad de protefnas que quedan en el so­
b renadan te  de la lis is  de 1 ml de suspension de es fe ro p las to s .
L a  identificacion de la N A D H  deshidrogenasa en geles de 
p o liacrilam id a  al 7% sef hîzo siguiendo las îndicaciones de N a c h b a r  y  
co l. ( 1 4 5 ) .  L o s  geles se c o r  ri an de la fo r ira  d e s c rita  a n te r io rm e n -  
te y una vez re t ira d a s  de sus tubos de e le c tro fo re s is  se introducfan  
en una m ezcla de la siguiente com posiciôn: 6 ymnoles de N A D H ,
3 y^m oles de c lo ru ro  de tri f en ilte trazo lio  , 100y^m oles de T r is  p H  7 .5  
y 100 ^ m o le s  de c lo ru ro  de cobalto, en un volum en final de 3 ,4  m l. 
L a  reac c io n  se dejo p ro g re s a r  durante 15 min. a 37 S C . L a  N A D H  
deshidrogenasa se hace patente en fo rm a  de bandas ro jiz a s .
E s tab iüd ad  de la A T P a s a  soluble
L o s  p r im e ro s  estudios de estabiüdad de la A T P a s a  de 
E .c o l i  fueron hechos con extracto  c rudo  obtenido con E D T A  3 mM  
en C O 3 H N H 4 50 m M , p H  9 . S e  p re p a ra ro n  doce fracciones de e s ­
tos ex trac to s  con una concentracion de protefna de 37y ^ g /m ! . en el 
mîsmo tampén de s o lu b îliza c ié n . S e  d îv îd ieron  en trè s  grupos de cua 
tro fracc io n es  cad a uno, manteniendo un grupo a 4 %C, o tro  a 24 S C  
y el te rc e ro  a 37 . L a s  fracc iones de cada grupo se I leva ron a
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dîstintos p H s , co n cre tam en te  a pH  6 , 7 , 8 y 9 . T o d a s  las fracc iones  
se g u a rd a ro n  d u ra n te  v a r io s  dfas en las m ismas condic iones, deternT[ 
nando period ica  m en te su ac tiv id ad , con objeto de conseguir unas con­
d iciones m ajo res  de estab iü d ad .
E n  una segunda s e r îe  de ensayos se rep itieron  las m ismas  
fra c c io n e s , te m p era tu res  y p H s  que en el a n te r io r ,  y se v a r ié  ùnica 
mente la con cen trac ién  de protefna del e x tra c to . E n  esta exp erien c ia  
habfa 230 p ro t /m l y 'la s  re s ta n te s  condiciones e ra n  id én tîcas . L a  
determ inacién  de la actividad enzim atica se efectué en am bos casos a 
p H  7 .5  y 3 7 f îC  com o queda d es crito .
A lgunos investigadores  ( 1 1 1 ,  118) han utilizado el g llcero l 
como agente p ro te c to r  de la A T P a s a  soluble de E . coli . S igu iendo  su 
in îc iativa  hemos aplicado es ta  técnica a nuestra  fra cc ién  so lu b le . S e  
p re p a ra ro n  seis  alfcuotas de extracto crudo de A T P a s a s  obtenido con 
E D T A  3 mM en C O 3 H N H 4 50 m M , p H  9 ; trè s  con una concentracion  
de p ro te fn a  de 3 7 ^ tg /m l y o tra s  très  con una concentracién  de 230 ^ g /  
m i. T o d a s  se I leva  ron a p H  7 .5  y a una concentracion de gücerol del 
10%. U n a  fracc ién  de cada concentracion de p ro te fn a  se puso a 4 Ô C ,  
o tra  a 24 S C  y la te rc e ra  a 3 7 f iC .  A  tiempo c e r o ,  y a distîntos tie m -  
pos, durante se is  d ias , se h icieron determ inaciones de actividad en z i­
m atica de las se is  fra c c io n e s , de acu erd o  con las  condiciones g é n é ra ­
les ya estab lecidas p a ra  el ensayo .
P a ra  e s ta b iliza r la A T P a s a  de E . c o l i , solubilizada con do~ 
decil sulfato so d ico , E v an s  ( 146)  utilizo el dodecanotio l, una sustancia
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de îdéntîco num éro  de atém os de carbono  que el d e terg en te , p ero  de 
p ro p ied ad es  bien d ife re n te s . N o so tro s  tambien hem os aplicado esta téc 
nîca en com binacion con va ria c io n e s  en la cantidad de pro tefna y el 
p H  del m edio. D esp u és  de ob tener ex trac to  crudo con E D T A  3 mM  
en C O 3 H N H  4 50 ' m M , p H  9 sa tura do de dodecanotiol, s e p a ra m o s  cua 
tro fra c c io n e s ; dos con una concentracion de p ro te fn a  de 2 4 0 y ^ / m l  y 
o tra s  dos diluidas a la m itad en el m ismo tampén de e x tra c c ié n . U na  
de las  fracc iones de cada concentrac ién  de protefna se llevé a p H  7 .5  
y la o tra  se dejé a pH  9 . L a  p r im e ra  determ inacién  de activ id ad  en­
z im atica  se efectué inm ediatam ente y las restantes en dîas su ces ivo s , 
s ie m p re  en condiciones n o rm a le s . T o d a s  las fracc io n es  se ma n tu v ie -  
ron a tem p era tu ra  am biente. L a  sa tu rac ién  del tampén de s o lu b iliz a -  
cién con dodecanotiol se llevé  a cabo m ezclando volûm enes iguales de 
am bas suslancias y recogîendo la fase in fe rio r después de 24 h o ras , 
o bien anadiendo una parte  de dodecanotiol a d iecinueve p a rte s  de tam 
pén y agitando suavem ente . D espués de dejarlo re p o s a r sélo  se  u tili-  
zé la fracc ién  in fe r io r .
L o s  estudios de fijacién de A T P  a la A T P a s a  unida a la 
m em b ran a  se re a liz a ro n  a 0 ÛC en un volumen de 0 ,5  ml de medio de 
re a c c io n . L a  m ezc la  contenfa 30 yvmoles de T  r is  p H  7 . 5 ,  1 mg de 
protefna de m em brana y cantidades v a r ia b le s  de A T P - ^ ^ C ,  y se de 
tenfa con 0 ,5  ml de a ci do tric lo ro acé llco  al 20%. E l volum en final de 
V ml se  filtraba con filtro M illip o re  de 0 , 4 5 / ^  de d iam etro , en una
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bomba de v a c îo , y a continuacîén se lavaba el sedim ento y el filtro  
con 10 ml de C IN a  0 ,2  M . E l filtro con la protefna retenida en él 
se d iso lvfa  en Ifquido de centelleo B r a y  (147)  de la siguiente com po- 
sic ién : 10% de m etanol, 6% de naftaleno, 2% de etilenglicol y 0 , 5% de 
butil P B D  en d ie tilend iéx ido . A  conlinuacién se contaba en un conta- 
dor N u c le a r  C h ic a g o .
H ay que a d v e rtir  que los filtre s  M illip o re , do tados de enor 
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me cantidad de c a rg a s  e lé c tr ic a s , necesitaban s e r  sa tura do s antes de 
su uso con objeto de lo g ra r  exp erien c ia s  re p ro d u c îb le s . E s te  se logra  
ba plenam ente con solo la v a r  el filtro una vez con 10 ml de C IN a  
0 ,2  M  antes de f il t ra r  la m u e s tra .
T od as las e x p e rie n c ia s  de fijacién se efectuaron en au s en -  
cia de trips ina , A p aren tem en te  la inclusion de C l2M g en el medio de 
reac c ié n  en las p ro p o rc io n es  adecuadas no hacfa v a r ia r  el modelo de 
fijacién p a ra  el su s tra to .
L a  fijacién  de A T P  a la A T P a s a  soluble req u e rfa  o tra  téc 
nica ya que la p ro teasa  soluble e ra  fîltrab le  por el filtro M illip o re  de 
0 , 4 5  * P o r  esta  razon  adoptam os el método em pleado p o r K epes
(148)  , p o r s e r  su ma men te sencillo y s u a v e . E l medio de reacc ién  
contenfa 0 ,5  mg de protefna soluble, 5 moles de T r is  y cantidades  
v a ria b le s  de A T P  -  ^^C uniform em ente m arcado en un volum en de 
0,1  m l. L a  reac c io n  se in ic ié  con la adicion de 10 /d de A T P  -  ^^C  
y se p a ré  precip itando la p ro tefna con E O 4 ( N H 4)2 al 90% de saturaciôn
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S e  centrifugé a 8 . 0 0 0  x  g durante 10 m in , y después de r e t i r e r  el 
sobrenadante se lavé una v e z  la p ro tefna precip itada con S O 4 ( N H 4 ) 2 
al 80% de s a tu ra c ié n . E l sedim ento de este lavado se resuspendié  en 
0,1 ml de T r ito n  X - 1 0 0  al 1% y a continuacién se conté en un con ta- 
dor N u c le a r  C h ic a g o , utilizando B ra y  como Ifquido de centelleo de la 
com posicién ya ind icada.
Tanto la reacc ién  como todas las centrifugaciones se e fe c -  
«
tua ron a 0 & C .
L o s  tiem pos eleg idos p ara  todas las exp erien c ia s  de fijacién  
fueron de 1 m in .
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R E S U L T A D O S
Uno de los p ro b lem as  planteados al p rinc ip io  de este t ra b a -
jo y penm anenterhente p rése n te  a io la rg o  de su d es arro llo  es la a c -
cion de la trip s in a  sobre la actividad de la A T P a s a  de E . c o l i . Con -
independencia de las d ife ren tes form as en que la p resen tem o s , (m a y o r
o m e n o r  concentracion  de p ro te fn a , unida a la m em b ran a , soluble o
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parc ia lm en te  p u rific a d a , dis tin to s tam pones de solubilizacion o suspen­
s ion , variac io n  de p H , e t c . )  la A T P a s a  casi s ie m p re  responde de 
idéntica ma ne r  a a la accion de la tr ip s in a . U na estim ulacion a p ro x im a ­
da del 100% s o b re  su activ idad  basica se puede o b s e rv e r  en condicio­
nes n o rm a les  de ensayo con p re p a ra c io n e s  de m em brana o vesfculas  
y con fracc io n es  solubles. E n  o$»x>s ca s o s , la dilucîon de las m ues­
tra s , el medio de solubilizacion de e levad a  fu e rza  iônica o la e x tra c ­
cion con determ inados detergen tes red u ce  considerab lem ente esta a c ti-  
vac io n , sin que en ningûn caso podam os a s e g u ra r  que bajo condicio­
nes bien con cre tas  hayam os eliminado totalmente la estim ulacion de la 
enzim a p o r la p ro te a s a . M as adelante tra ta re m o s  este te ma con mas 
detalle presentando resultados concretos elegidos de entre las multiples 
ex p e rie n c ia s  que hemos hecho con el fin de a c la r a r  este p ro b lem a .
P o r  el mo men to bâstenos s a b e r  que la p rese n c ia  de tripsina en el me 
dio de reaccion Increm en ta la actividad de la A T P a s a  de E . coli en to 
das sus fo rm as . L a  magnilud de este increm ento oscila e n tre  un 70%
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y un 100% so b re  la actividad basica de la en z im a , p a ra  co n cen trac io ­
nes optim as de s u s tra to , p e ro  puede d ism inu irse  varîando  algunas con 
d ic io n es , como son la concentracion de la protefna en el m edio de -  
re ac c io n  y o tra s .
S o lu b ilizac io n  de la A T P a s a  de E .c o li
S îe m p re  que se in icia el estudio de una protefna funcional- 
mente ac tiva , s u rg e  de inm ediato el acuciante  in te ré s  de c o n o c e r su ac  
tividad no solo in situ^ en su m icroam biente fis io logico, sino tambien en 
o tro s  m edios, en o tros  en tornos fis icoqufm icos, donde la e n z im a  puede 
h ab er sufrido a lte ra c io n e s . Y  el procedim iento m as simple p a ra  lo g ra r  
este efecto , cuando se tra ta  de una protefna aso ciada a la m em brana  
como la A T P a s a  de E .c o li, es la so lub ilizacion; es  d e c ir , la s e p a ra -  
cion de la enzim a de su normial union y relacîon con los res tan tes  corn 
ponentes de la m em brana y su d ispers ion  m o lecu lar en una solucion sa  
lina tam ponada. U n  buen método de solubilizacion de una en z im a  d e te r­
m inada debe re s p o n d e r a unas condiciones éptim as de selectiv idad; con 
diciones que im plican un m axim e de solubilizacion de la p ro tefna objeto 
de estudio y un mfnimo p a ra  o tras  p ro te fnas  e in tégrantes de m em brana  
d irectam ente  re lac ionados o no con la protefna en cuestion. P o r  o tra  
p arte  el proceso de solubilizacion debe co m p o rta r la suficiente suavidad  
como p a ra  no a lte r a r  drastîcam ente las p rop iedades cinéticas de una 
enzim a o an u la rlas  p o r com pleto .
Con estos p rinc îp ios  a la v is  ta hetmos em prendîdo el trabajo
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de conseguîn una solubilizacion de la A T P a s a  de E . coli rea lm en te  s e ­
lective . E l ûnico procedim iento co no ci do cuando hicim os es te  trabajo ha 
bîa sido descrito recientem ente por E v a n s  ( 1 4 6 ) ,  E l tratam iento de las  
ves fcu las  de E . coli con dodecil sulfato sodico al 0 , 04% en T r is  10 mM  
y C l2 Mg 0 ,2  mM p H  9 , ren d fa  una notable cantidad de p ro tefna  pero  
con b a ja  actividad en zim atica , aparté  o tro s  inconvenientes que se c o -  
m en taran  mas ta rd e , P o r  esta razon  hem os com enzado p o r  a p iica r  
o tra s  técnicas em pieadas con éxito p a ra  so lu b iliza r A T P a s a  de M ic ro c o - 
ecus Ivsodeîkticus (149)  y de o tras  b a c te ria s  G ra m  pos itivas , p a ra  tej2 
m in ar describ iendo un método rapido y de gran selectividad p a ra  la 
A T P a s a  de m em branas o de vesfculas de E . c o l i .
B  § 9 E b _ign Lca^ _ejn_ J a _ so [uH lî z a c ion_ de I a _ A T  P ^  ^ j^e_
memabrana de^E  ._ c ^ i.
L_a tabla I m uestra  el efecto de la fu e rz a  ionica en distîntos 
lavados de m em branas y vesfcu las con T r i s - C IH ,  a pH  7 . 5 .
E n  la exp erien c ia  A  se puede o b s e rv e r  una reduc ida  l ib e ra -  
cion de A T P a s a  a la fracc io n  soluble cuando los lavados se efectuan  
con T r is  100 m M , S in  e m b a rg o , cuando se baja la fuerza ionica como 
es el caso del te r c e r  lavado con T r i s - C I H  3 m M ,  se a d v ie rte  un no­
table increm ento , tanto de unidades de A T P a s a  como de activ idad espe  
cff ica,  en ambos tipos de p re p a ra c io n  de m em b ran a s . S e  puede obse£  
v a r  que en estas dos fra cc io n es  se m antiene la proporc ion  re la tive  de 
activ idades especfficas de las suspensiones in ic ia les de m em branas .
87.
T A B L A !
E fecto  de la fu e rz a  iénica en la solubilizacion de la A T P a s a  de E .c o l i  
m ediante lavado con tampén T r is  a p H  7 .5
L a s  dos colum nas encabezadas con un asterisco  son m em branas o las  
fra c c io n e s  solubles p rocedentes de lavados de m em branas; las  dos re s  
tantes son vesfcu las o fra cc io n es  solubles de v es fc u las . L a s  m em bra­
nas se  han pues to como r e fe r e n d a  de c o m p a ra c ié n . L a s  unidades de 
A T P a s a .  y activ idad especffica ya quedan defin idas.
U nidades de A T P a s a A ctividad especffica
M em branas 2 , 0 7 * 17 , 5 2 0 , 7 * 4 3 , 6
E x p e r ie n c ia  A
If î  L a v a d o . T r is  100 mM 0 , 2 7 1 , 1 4 34 18 , 3
22 L a v a d o . T r is  100 mM 0 , 2 5 0 , 7 7 33 16
32 L a v a d o . T  r is  3 mM 0 , 5 7 4 , 7 6 68 123
S ed im en tos res id u a les 1,12 6 , 5 0 19 36
E x p e rie n c ia  B
12 L a v a d o . T r is  30 mM 0,51 1 , 32 60 2 7 , 5
22 L a v a d o . T  r is  30 mM 0 , 4 0 0 , 7 7 47 18 , 3
32 L a v a d o . T  r is  3 mM 0 , 4 0 3 , 4 3 47 102
S ed im en to s  res id u a les 0 , 9 5 8 , 8 16 42
E x p e rie n c ia  C
12 L a v a d o . T  r is  3 mM 0 , 6 8 3 , 1 8 71 98
22 L a v a d o . T r i s  3 mM 0,41 1 ,25 46 50
32 L a v a d o . T r i s  3 mM 0 , 2 4 1 ,07 25 79
S ed im en to s  res id u a les 0 , 9 0 1 1 ,8 16 50
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Cuando los dos p r im e ro s  lavados (E x p e rie n c ia  B )  son hechos  
con T r i s  30 m M , el efecto de la baja fu e rz a  ionica no es tan m anifîesto  
en el caso  de m em b ran a s , si bien las vesfculas mantienen un c o m p o r-  
tamiento sem ejante al experim ento  a n te r io r .
L a  e xp erien c ia  C  responde a trè s  lavados consécutives con
T r is  3 m M , S e  ha de notar que ya el p r im e r  lavado libera  la m ayorfa
de Jas unidades solubilizadas p o r estos tra tam ien to s , com portandose los
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dos tipos de p re p a ra c io n  de m em branas de una fo rm a  muy sem ejan te . 
A h o ra  b ien , en cua lqu iera  de las e x p e rie n c ia s , los sedim entos residua  
les con tienen , com o mfnimo, un 50% de las unidades in iciales de A T P ­
asa p ré s e n te s  en m em branas o ves fcu las .
Estos resultados confirm an que la solubilizacion de la A T P ­
asa de m em brana de E . c o l i . resehada en trabajo s aparec id os  m ientras  
se p re p a ra b a  esta tesis ( 1 1 8 ,  111) es solo una solubilizacion p a rc ia l , 
y p erm iten  s u g e r ir  que la cantidad de enzim a lib e ra d a  por p ertu rb ac io  
nés iôn icas  c o rres p o n d e  a una porcion de la A T P a s a  total unida a la 
m e m b ra n a .
To d as  las determ inaciones de actividad enzim atica constatadas  
en esta T a b la  I fueron  m edidas en p re s e n c ia  de trip s in a  en el medio de 
re a c c io n . L o s  resultados hallados en ausencia de trips ina son totalm en­
te sem ejan tes  a éstos,  aunque las activ idades detectadas fueron in fe rio -  
re s  com o e ra  de e s p e ra r , razo n  por la cual se o mi ten p a ra  d a r  c la r i -  
dad a la T a b la .
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U na d ife re n c ia , no obstante, existe que p a re c e  re lac io n an  de 
a I gun modo la concentracion de T r is  como tampôn de ex tracc io n  con la 
accion de la tr ip s in a , pero de e lla  se hab la ra  m as adelante en la T a ­
bla V I .
Como la eficacia de estos lavados p a re c e  lim itada, hemos v a -  
riado o tra s  condiciones de e x p e rim e n ta c io n , p a ra  d iluc idar si la lim ita - 
ci6n se debfa al método o a la en z im a . L_a figura 3 exam ina la influen 
cia del p H  y concentracton de protefna en la solubilizacion con T r i s 3 m M . 
E l com portam iento de vesfcu las y m em branas es sem ejante , salvo una 
pequeha cafda en las unidades de A T P a s a  liberada de vesfcu las a pH  
a lca lin o . P o r  lo dem as el efecto del p H  no m arca  una im portancia r e ­
levan te . L o  que es mas m anifîesto es el increm ento  obtenido cuando la 
ex tracc io n  se efectua a una dilucion de 1 volumen de suspension inicial 
p or s ie te  volûm enes de Ifquido de e x tra c c io n . L a  solubilizacion obtenida 
por es te  medio fué aparentem ente de un 80% de la actividad o r ig in a l, y 
las activ idades especfficas de estas fra cc io n es  solubles se in c re m e n ta -  
ron hasta  38 un idades/m g p a r a  fraccion de m em branas y 125 unidades 
p ara  p re p a ra c io n  de ves fc u las . S in  e m b a rg o , los residuos de e x tra c ­
cion todavfa contenfan cantidades ap re c ia b le s  de A T P a s a  unida a la 
m e m b ra n a . L o s  resultados presentados sug ieren un increm ento en las 
unidades totales de A T P a s a  y una solubilizacion incom pleta.
S o lub ilizac ion  de la A T P a s a  con E D T A
Con el fin de co n seg u ir una m ejo r so lub ilizacion , tratam os las  
p re p a ra c io n e s  de m em brana con E D T A  al objeto de e lim inar los catio -
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F ig .  3 -  Efecto del p H  en la so lubilizacion de la A T P a s a  de m em b ra ­
na de E  .co li a distintas concentrac iones de p ro te fn a , con T  r is  3 m M .
£ ___ £  A T P a s a  soluble de m em branas a dilucîon 1:1 #— e F ra c c io n
soluble de m em branas a dilucîon 1 : 7 .  F ra c c io n  soluble de vesfcu
las a dilucîon 1 : 1 .  • -------# F ra c c io n  soluble de ves fcu las  a dilucîon 1 : 7 .
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F ig . 4 -  Efecto del pH  en la solubilizacion de la A T P a s a  m ediante  
E D T A  5 mM -  C O 3 H N H 4 50 mM a d iferentes p H  con teniendo E D T A  
5 m M . Todos los ensayos de actividad es tan hechos en p rese n c ia  de
tr ip s in a . A T P a s a  soluble*. A  —  A de m em branas*, A-  A  de ves fcu las .
A T P a s a  de sedim entos res id u a les : A  A  de m em branas; A  A  de
v e s fc u la s .
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nés d iva  lentes. L o s  p r im e ro s  experim ento  s con E D T A  5 mM m o s tra -  
ron un notable aum ento en el num éro de unidades enzîm aticas solubili­
z a d a s , razo n  p o r la cua l, determ înam os estudiar las m ajo res  condicîo 
nés de so lubilizacion con este agente.
L a  F ig .  4 m anifiesta el efecto de! pH  en la lib e rac io n  de 
A T P a s a  p o r E D T A  5 mM en C O 3H N H 4 50 m M . D u ran te  es tas  ex trac  
cîones no se a lte ra ro n  las con cen trac iones de protefna de su v a lo r  in i-
0
c ia l. L a  grafica m uestra  la c o rres p o n d en c ia  existante entre el increm en  
to de actividad A T P é s ic a  en las fracc io n es  solubles y la reduccio n  de 
la m ism a actividad en los res id u o s  despojados de la enzim a. L a  solufcM 
lizacion alcanza un maximo p a ra  va lo re s  alcalinos de pH  ( 9 . 0 ) ,  y no 
m u estra  ninguna d ife rencia  respecte  al tipo de m em brana que se u tîlice . 
C o m p a ra d o s  estos resultados con los a n te r îo re s  obtenidos en condicio­
nes s im ila re s  se ad v ie rte  una notable d ife re n c ia . A l l f  solubilizabam os  
un m axim o de 6 u n id a d e s /m l, m ientras con E D T A  llegam os a 20 u n i-  
d a d e s /m l, lo que signîfica un efecto im portan te del E D T A  an la lib e - 
racidn  de la A T P a s a .
D esde que R a c k e r  en 1962 ( 150)  descubrio  una estim ulacion  
por C O 3 H ’’ de la A T P a s a  m ito co n d ria l, han sido v a rio s  los investiga­
dores  que han v u e Ito a t ra t a r  este tema con A T P a s a s  procedentes  de
o tras  fuentes, ( 1 5 1 ,  152,  1 5 3 ) .
E l exam en efectuado por nosotros  sob re  la accion de este
anion en la A T P a s a  de E .  c o l i , nos dio como resu ltado  un increm ento
de activ id ad  de un 20% aproxim adam ente p a ra  las m em branas y su fra c
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T A B L A I !
Èfecto  com parativo del T r î ^ y  C O^^HN H ^  en la sojubîllzacion de la 
A T P a s a  de m em brana de E , colî
L a  ex tracc îo n  de las m em branas y ves icu las  se iiev6 a cabo como 
se d e s c rib e  en M a te ria les  y Métodos ya con T r is  50 mM ya con 
C O 3 H N H 4 50 m M p H  9 , en p resen c îa  de E D T A  5 m M , L a  co n -  
cen trac ion  de p ro  tefna 'en es tes  tampon es se m antuvo iâéntica a ios 
v a lo re s  o rig ina les  de suspension de m em b ran as . T o d a s  las activida  
des estén determ inadas en p resen c îa  de T r ip s în a .
A T P a s a  ( un i d . / ml)  Increm ento  en % A c t.e s p . ( u n id ./m g ) Increm ento en %
reparacion ---------------------  -^------  -------------------------------  ----------------------------------- ------------------------------
M e m b r . V e s fc u la s  M e m b r. V e s , M em b r. V e s fcu las  M e m b r. V e s *
b ren .d an te  , , _ _ , 3  , 3
e T r is
2 2 , 7 1  1 5 , 8 6  1 8 , 6  50 167 ,0  3 9 6 , 5  2 4 , 4  150
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cion so lu b le . E l efecto s o b re  la solubilizacion se ha pues to de manifies 
to sustituyendo el G O 3 H N H 4 50 mM p o r  T r is  de îgual m o la rid ad  en el 
ensayo de ex tracc io n  con E D T A .  L a  T a b la  il m u estra  los resu ltados  
compa ra ti VOS de estos dos tam pones. E l increm ento  de unidades de 
A T P a s a  o b serva  do es del m is mo orden  que el obtenido cuando el C O 3 H ' 
se anade d irec tam ente  al m edio de re a c c io n , lo cual pone de m anifies to 
que este  anî6 n no potencia el efecto solubilizante del E D T A .  E l au m en -  
to es m as notable en la ^ c tiv id a d  esp ecffica; pero  es to no es m as que 
el re fle jo  de una m en o r cantidad de p ro te in a  total liberada a la fraccion  
so lub le . E n  to dos los casos el C O 3H N H 4 solubiliza menos cantidad de 
pro te ina  total que el T r is  de idéntica m o la rid ad .
H a y  que notar el increm ento de actividad conseguida en el 
caso de ves fc u las . U n  50% de la activ idad enzim atica total y un 50% en 
la ac tiv id ad  esp ecifîca  p a re c e rfa n  ap u n ta r hacîa ese  doble efecto del 
C O 3 H " ;  m ejor so lub ilizacion  y m ayor activ idad , sin em b arg o , dadas  
las c a ra c te rfs tic a s  de este segundo tîpo de m em branas no c re e m o s  que 
se p u e d a a fîrm a r nada definitive a este re s p e c te .
C onocîdo  el efecto de la concentracion de protein a s a la II be
racîon de A T P a s a  con T r is  3 m M , hem os juzgado de in te rés  estudiar
el m îsm o efecto en las nuevas condîciones de so lub ilizac ion . L o s  re s u j
tados exp resad o s  en la T a b la  III p re s e n ta n  c ie rtas  c a ra c te rfs tic a s  de In
te ré s . E l E D T A  5 mM en C O 3H N H 4 a p H  9 so lub iliza  cas! todas las
unidades de A T P a s a  si se com paran  con la actividad inîcîal en cualquie  
ra  de los tipos de m em b ran a , con un rendim iento que va del 85 al 90%
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p a ra  diluciotnes 1:1 hasta un 250% p a ra  dîluciones 1 : 7 .  L a s  a c tîv îd a -  
des esp ec ificas , notablem ente e levad as , son una c la ra  îndicacîon de la 
accî6 n especifîca del E D T A  en la lib e rac io n  de la A T P a s a  de las dis 
tintas p re p a ra c io n e s  de m em branas de E  .c o l i . S e  puede p e n s a r que el 
elevado rendim iento ' en unidades de A T P a s a  es el résulta  do de una a c -  
tivacion de la en z im a  por s im ple  dilucîon de la m u e s tra , no obstante, es  
to no es toda la v e rd a d . L o s  residuos de m em branas de la p r im e ra  ex  
tracc ion  toda via conteniafi im portantes n ive les  de A T P a s a ,  de tal m ane- 
ra  q u e , en el p e o r  de los c a s o s , la sum a de esta actividad con la de 
su co rresp o n d îen te  fraccion soluble daba p o r résu lta  do un neto In c re ­
mento en unidades en z im atica s . Ten iendo en cuenta que estos residuos  
no es ta ban d ilu idos, es c la ro  que el hecho de la sola dîlucion no da 
cuenta de to do el increm ento o b s e rv a d o . P o r  consiguiente c re e m o s  que 
la dilucion también favorece  la so lub ilizacion . Un segundo la v a d o , de 
los res id u o s  ya ex tra id o s , en idénticas condîciones que el p r im e ro  l i -  
bero  nuevas unidades de en zim a  a la fracc ion  so lu b le , con una actividad  
esp ecifîca  mucho m e n o r, exponente c la ro  de una solubilizacion de pro te i 
na m enos s e le c tiv a . L o s  res id u o s  del segundo lavado con servan  una pe  
quena actividad A T P â s ic a ,  tan to m enor cuanto m a y o r es la cantidad de 
unidades solubilîzadas y que nunca s u p e ra  un 20% de las unidades tota­
les , las  cuales s ie m p re  exceden  del 100% de la A T P a s a  o rig in a riam en te  
medida en las m em b ran a s .
Estos resultados nos perm iten  conclutr que el E D T A  solubi­
liza se lectivam ente y en fo rm a  casî total la A T P a s a  de m em branas de
94.
T A B L A  111
Efecto  de la concentracion de p ro tem a  en la liberacion de A T P a s a  de E .c o l i  
con E D T A  -  C X D 3H N H 4
D âspués de cen trifu g er alfcuotas de 1 ml de suspension de m em branas y v e -  
sicu las  se resu sp en d iero n  en d ife ren tes  vo lùm enes, com o se indica en la T a ­
bla ,  de E D T A  5 mM C O 3 H N H 4 50 m M , p H  9 . L a s  actîvidades enzim aticas  
de las fracc io n es  solub les fueron ensayadas en p re s e n c ia  de tr ip s in a . L a s  
unidades de actividad enzim atica estan re fe r id a s  a l  ml de volum en inicial de 
suspens ion .
P re o a ra c io n  Dilucion U nidades A T P asq ^m l % de activ idad A c  t . e s p .{U n id  ./mg
en volumen M e m b r, V es ic u la s M e m b r. V e s ic u la s M em b r , V e s ic u
sponsion inicial - 2 3 , 7 17 , 5 100 100 2 3 , 7 4 3 , 6
fracc ion soluble 1:1 21,1 1 4 , 5 8 9 , 0 8 3 , 0 1 6 3 , 6 431 ,0
fracc io n soluble 1 :3 3 2 , 0 28,1 1 35 , 0 161 ,0 2 1 3 , 4 3 2 5 , 3
fracc io n soluble 1 :7 5 1 , 7 4 4 , 8 218 ,1 2 5 6 , 0 2 8 2 , 4 3 1 9 , 5
fracc io n soluble 1:1 6 , 0 3 ,5 2 5 , 3 1 9 , 8 61 , 2 1 3 0 , 5
fracc io n soluble 1 :3 9 ,1 3 ,4 3 8 , 4 1 9 , 6 7 0 , 5 9 5 , 0
fra cc io n soluble 1:7 12 , 8 5 ,9 5 4 , 0 3 4 , 0 8 0 , 0 1 0 6 , 3
iduos m em b r. de 1:1 6 , 0 1 ,3 2 5 , 3 7 , 3 8 , 5 7 , 4
iduos m em b r. de 1:3 5 ,2 1,0 21 ,9 5 ,6 8 ,1 6 , 0
iduos m em b r. de 1:7 3 ,6 0 ,7 1 5 , 2 4 ,1 6 , 3 5 , 8
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F ig ,  5 -  Efecto de la concentracion de E D T A  en la solubilizacion de 
A T P a s a  en 50 m M , p H  9 .  L o s  dos tipos de m em brana
fueron extra idos a dos diluciones 1:1 y 1 : 7 .  T o d as  las actividades
fueron determ in adas en p re s e n c ia  de trip s in a . D ilucion  1:1:  A  A r^~3c
ci6n so lub le  de m em branas; A  A^fraccion soluble de vesfcu las . D ilu ­
cion 1 : 7 : # — # fracc ion  soluble de m em branas; # ----- # fraccion soluble
de v e s fc u la s . L a s  unidades estan dadas p o r ml de suspension de 
m em b ran as  o de vesfcu las .
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E . c o l i . en cu a lq u îera  de s l b  p re p a ra c io n e s , asT com o in crem en ta  su a c ­
tividad tota l.
Con el fin de e n c o n tra r  unas condicîones optimas hem os exa  
minado cual e ra  la m ejor concentracion  de E D T A  a este re s p e c to . L a  
F ig . 5 responde a este in te r rogan te , m ostrandonos un m axim o de 5 0 lu 
bilizacion  p ara  una concentracion de E D T A  3 m M . L a  dilucion de pro  
tefna hace mas patente este m axim o, llegando en am bas c lases  de mem
0
b ran a s  a un 300% de las unidades de A T P a s a  m edidas in ic ia lm ente . L o s  
res iduos  lavado s solo contenian un 5% de la activ idad  A T P a s îc a  inicial 
y m enos de un 2% de la total.
P o r  consiguiente podemos c o n c lu îr  que bajo estas condîciones  
E D T A  3 mM en C O 50 m M , p H  9 , a dilucion 1 :7  se  solubiliza  
toda la A T P a s a  de m em brana de E . c o l i  en cu a lq u îe ra  de sus dos tipos 
de p re p a ra c io n .
S o ju  b n i ^ ac^ion_de_|a_ j^ T J ^ a s a _  con _de t^r^erües
L o s  detergentes han sido am plîam ente u lilîzados p a ra  solubiji 
z a r  en z im as  de m em b ran a , como se puede a p re c ia r  por la rev is io n  de 
S  teck y co l. ( 1 2 2 ) .  P o r  esta razon p a re c fa  logico com para r  nuestro  
procedim iento de extracc îon  y sus c a ra c te rfs tic a s  con las c a ra c te rfs ti­
cas y grado de solubilizacion de la A T P a s a  p o r medio de estos d e te r­
gentes. L a  tabla IV  m uestra los resu ltados p ertienen tes  p a ra  am bos ti­
pos de p rep a ra c io n  de m em b ran as . S i  los juzgam os por com paracîon  
con los de E D T A ,  los rendim îentos de A T P a s a  soluble obtenida median  
te d e terg en tes , son notablem ente bajos; lo mismo hemos de a firm a r  si
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T A B L A  IV
S o lub ilizac ion  de la A T P a s a  de m em brana de E . c o l i  con detergen tes
S e  tom aron alfcuotas de suspension de m em branas a la concentracion  
orig inal de protefna (1 m g/m l p a ra  m em branas y 0 ,5  m g/m l p a ra  v e ^  
culas) y se resuspend ieron  en T r is  30 m M  p H 7 , 5  contenîendo los de 
tergentes a las concentraciones indicadas: Dodecil sulfato 0 ,04% ( v / v ) ,  
Desoxicolato  1% ( w / v )  , Nonidet 1% ( v / v )  y T rito n  X - 1 0 0  0,2% ( v / v )  . 
L o s  ensayos de A T P a s a  se de te rm in aro n  en p rese n c ia  y ausencîa  
de trips ina èn to do s los c a s o s .
P re p a ra c io n
U n idades de A T P a s a /m l  A c t .  esp . ( u n îd ad e s /m g )
M em b ran as  V e s fc u la s M em branas V esfcu las
lublt con dodecil sulfato 4 86 3 66 64 8 40 1
lubit con it tt + trip s in a 4 71 3 88 62 8 42 3
si dual de dodecil sulfato 3 29 0 57 6 1 3 1
sîdial de II tt + trip s in a 3 57 0 43 6 7 2 3
lubie con deoxîcolato 6 00 2 57 55 0 16 2
lubie »» tt + trips ina 5 86 2 66 53 8 16 7
sidtal de deoxicolato 2 57 0 14 5 0 1 1
si dial de tt + trip s in a 2 43 0 57 4 7 4 2
lubie con N onidet 8 71 2 71 22 3 13 6
lubie " tt + trip s in a 14 29 4 30 36 6 24 0
siduil de Nonidet 8 57 3 00 22 5 20 8
siduil de tt + trip s in a 12 86 4 57 34 9 31 7
lubic con T  ri ton 10 43 4 71 28 6 27 0
lubk " tt + trip s in a 15 00 6 94 41 6 39 0
sdidia! de T  ri ton 9 14 3 43 23 0 22 1
sïduil de T rito n trip s in a 14 29 5 43 36 0 34 9
98.
nos nefenim os a las activ idades e s p ec îficas , las cuales aunque superîo  
re s  a las  suspensiones in ic ia les  de çnembrana son s iem p re  mu y in fe rio re s  
a las conseguidas con E D T A .
A  la v is  ta del bajo contenido de actividad A T P a s ic a  de los re  
si duo s de ex tracc io n  con dodecil sulfato sodico y desoxicolato sod ico , que  
rem os h a c e r  no tar que el rendim iento de A T P a s a  total en estos dos c a ­
sos es especia lm ente  bajo , m ien tras  que el T rito n  X - 1 0 0  y el Nonidet
9
p arecen  re p a r t ir  la A T P a s a  en tre  las dos fra cc io n es  con una activ i­
dad en zim atica  total p rox im a al 100% de la actividad in ic ia l; y actividades  
especîficas  muy sem ejan tes  p a ra  las dos fra c c io n e s , residual y soluble.
L a s  co n cen trac io n es  de detergente  que hem os utilizàdo son 
les que hem os encontrado  ya descritas  en la lîte ra tu ra . E l dodecil sul­
fato sodico al 0 , 0 4%  ha sido em pleado p o r  E van s  ( 1 4 6 ) .  E l desoxicolato  
( 1% w / v )  y el N o n id e t (1% v / v )  a las con cen trac iones  norm al mente e m -  
pleadas ( 1 2 2 ) ,  m ie n tra s  el T r ito n  X I 00 tuvo que s e r  reducido a una con 
cen trac ion  de 0 , 2% ( v / v )  p a ra  ev ita r las dîficultades que este deiergente  
orig inaba en la determ in acion  de P i .
O tro  aspecto  de in te ré s  es que la A T P a s a  solubîlizada con do­
decil sulfato y desoxicolato  no m uestra estîm ulacîôn p o r trip s in a , en tan to 
que las fracc iones  solubles de T rito n  X - 1 0 0  y N o n id e t al igual que sus 
fra cc io n es  res id u a les  no han perd!do esta p rop iedad  en grado a p re c ia b le .
Tod as estas  c a ra c te ris tic a s  d îfe ren c îa les  pudieran s e r  un refie  
jo de d istintas p ro p ied ad es  d isociativas y d esnatu ra lîzan tes  de los detergen
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tes , tan to mas p ro b ab le  cuanto que el dodecil sulfato y desoxicolato pa­
recen  te n e r una accion p articu la rm en te  desnatu ra lizan te  sob re  las vesf­
culas de E . c o l i .
S e a  com o fu e re , p a ra c e  logico conclu ir una vez m a s ,  que la 
solubilizacion de A T P a s a  con E D T A  a p H  alcalino es el procedim iento  
mas se lec tive  y com plete y el que p ro p o rc io n a  la m e jo r recu p erac io n  de 
actividad en zim atica .
9
E stim ulacidn  de la A T P a s a  p o r trigsina
Y a  hem os presentado el p ro b iem a de la activacidn p o r  tripsina  
de la A T P a s a  de E . col i . E n z im a  ligada a la m em b ran a , soluble y p a r -  
cialm ente purificada esta igualm ente afectada por esta c a ra c te rfs t ic a , lo 
que p e rm ite  exclu i r  con toda c la rid a d , el concepto de enzim a c rip tfca , 
aplicado a la A T P a s a  de la m em brana c e lu la r . L a s  p re p a ra c io n e s  p a r -  
cialm ente purificadas e incluso las so lu b les , nos llevan  a la conclusion  
de que no es el entorno prooxim o a la enzim a el que esta d irectam ente  
Implicado en la accion de la p ro te a s a , sino la p rop ia  A T P a s a  en su e s -  
tru c tu ra  o en su co n fo rm ac io n ,
L a  T a b la  V  e x p re s a  la re lac ion  existante en tre  la es tim u la - 
cîon p o r  tripsina y la concentracion de protefna en el medio de re a c c io n . 
Con independencia de que la enzim a se encuentre asociada a la m em bra  
na o en form a s o lu b le , su com portam iento frente a la tripsina viene m a -  
nifestado s iem pre p o r la mis ma constante; dism inucion gradual de la a c ­
cion de la proteasa como resp u esta  a! descenso de concentracidn de e n -
T A B L A  V 100.
Estim ulacion  p o r tripsîna de la A T P a s a  de E . c o l i  en funcion de la concentracion  
de P ro te fn a .
L a s  unidades de A T P a s a  estan re fe r id a s  a 1 ml de suspension de m em branas con 
una concentracion de protefna de 1, 0 , 5 ,  0 , 2 5  y. 0 , 1  ml o bien a l  ml de f r a c
ci6 n soluble con una concentracion de 2 0 0 , 140,  1 0 0 , 70,  50 y 2 0 ^ g / m l .  L a  p ro  
tefna indica la cantidad total de protefna en el m edio de re a c c io n . L o s  resultados  
son prom edios de v a ria s  e x p e r ie n c ia s . L a  fracc io n  soluble de E D T A  fué obtenida
con E D T A  3 mM en C O 3 H N H 4 50 m M p H  9 y la de T r is fué obtenida con T r is
3 m M  p H  7 . 5 .
9
„  P ro te fn a  
P re p a ra c io n  (
U n idades A T P a s a /m l Activ idad
especifîca
Increm ento  
en %
M em b ran as 100 7 ,5 7 ,5
M em b ran as  + trip s in a 100 1 5 , 0 15 ,0 97
M e m b ra n a s 50 5 ,5 11,0
M e m b ra n a s  + trip s in a 50 9 ,7 1 9 , 4 76
M em b ran as 25 3 ,5 14,0
M e m b ra n a s  + trip s in a 25 5 ,8 2 3 , 0 67
M e m b ra n a s 10 2 , 0 21 ,0
M e m b ra n a s  + trip s in a 10 2 ,9 2 9 , 0 42
F ra c c io n  soluble con E D T A 20 1 4 , 3 9 5 , 3
F ra c c io n  soluble + tripsina 20 2 2 , 8 152 ,0 60
F ra c c io n  soluble con E D T A 10 1 2 , 3 123 ,0
F ra c c io n  soluble + tripsina 10 1 8 , 6 186 ,0 50
F ra c c io n  soluble con E D T A 5 9 ,4 188 ,3
F ra c c io n  soluble + tripsina 5 1 1 , 4 22 8 , 0 22
F ra c c io n  soluble con E D T A 2 4 ,3 215,1
F i acc ion  soluble + tripsina 2 4 , 9 5 2 4 7 , 0 17
F ra c c io n  soluble de T r is 14 1 2 , 3 8 6 , 6
F’ra c c io n  *' " ” + t r ipsina 14 19 , 1 1 34 , 5 55
F ra c c id n  soluble T  r is 7 5 ,3 106
F ra c c io n  " " + trip s in a  7 5 ,7 114 8
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zi ma en el medio de ensayo de activ idad . P o r  el c o n tra r io , la concen­
tracion de fracc io n es  diluidas se acom pana de n u e v o , en to do s los caso s , 
de un increm ento  en la accion de la tr ip s in a , total men te com parab le  al 
o bservado  antes de e fectuar la d ilucion.
T a l com portam iento no se afecta cuando se utiliza T r is  50 mM 
como tam pon de so lub ilizacion  con E D T A  en lugar de C O 3 H N H 4 de igual
m o la r id a d .
Estos hallazgosF indican c la ram ente  una supresion  del efecto de 
la trip s in a  por el fa c to r d iluc ion . L a s  v a riac io n es  en la concentracion es  
tan dando origen a nuevas situacîones de equilibrio  en tre  la enzim a y el 
medio y estas s ituaciones pueden tra d u c irs e  en una disociacion o s e p a ra -  
cion de algûn com ponente intim a mente ligado a la A T P a s a  o sim plem ente  
en un cam bio de conform acion que haga în n ecesaria  o menos ef îcaz la 
accion de la tr ip s in a .
U n aspecto apa ren te  men te d ife ren te  es el que se resu m e  en la 
Tab la  V I .  L o s  cam bîos de fu e rz a  ionica exp resados  p o r las distintas con 
cen trac io n e s  de T r i s  p arecen  ten er efectos dràsticos  sobre la accion de 
la T r ip s in a .  S in  em bargo  el probiem a no se puede s îm p lific a r. S i bien 
es c ie rto  que a al tas concentraciones de T r is  la estim ulacion p o r tripsina  
de la fracc io n  soluble es b a ja , también lo es que esa  misma fraccion p re  
senta una pequeha actividad A T P â s ic a ,  y fracc iones con baja actividad  
enzim atica  suelen te n e r red u c id a  su estim ulacion p o r trip s in a . A m bos as  
pectos deben s e r  c o n s id e ra d o s .
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A ctîvac ion  p o r trip s in a  sob re  A T P a s a  solubilizada a distintas fu e rzas
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ionîcas y con de te rg en tes .
L a s  fracc io n es  solub les se identifican p o r  los tam pones em pleados en 
la ex tracc io n  de la e n z irre .
F ra c c io n e s  solubles
Increm ento  de actividad en %
M em b ran as V esfcu las
T r is  100 mM pH  7 ,5 2 .5 1 .4
T r is  30 mM pH  7 ,5 31 .0 5 .4
T r is  3 mM pH  7 ,5 91 .0 3 8 . 4
D odecil sulfato sodico 0 , 0 4 % 0 . 0 6 . 0
D esoxico la to  sodico 1% w /v 0 . 0 3 .5
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L a  A T P a s a  so lub ilizada en dodecil sulfato y desoxicolato es in ­
sensib le a la trips ina  cuando procédé  de m em b ran a s . L o s  increm entos en  
contrados en vesfcu las  son pequenos y pueden c o n s id e ra rs e  incluidos den  
tro  del e r r o r  e x p erim en ta l. L a  causa que vuelve estas  p re p a ra c io n e s  in ­
sensib les a las p ro teasa s  o con sensib ilidad d ism inuida, puede en c o n tra r  
una exp licacîon analoga a la propuesta p a ra  la d ilu c io n . E l p o d e r d is g re -  
gador de estos detergen tes  y en parte  tam bién del T r is  a a ltas  concentra  
c iones , d e te rm in arfa  u n a 'tran s fo rm ac io n  en la enzim a que h a rfa  innecesa  
rio  el efecto de la trip s in a .
Q ue rem o s  re s a lta r  que ambos tipos de p re p a ra c io n  de mem­
b ran a  se  com portan de form a s im ila r  a este resp e c to , tan to si las utiliza
mos com o suspension de m em branas o en sus fra cc io n es  so lu b les ,
L o s  resu ltados p resen tados hasta aquf podrfan  s u g e r ir  que la 
activacion debida a la tripsina es el re fle jo  de la destruccion p o r  la p ro ­
teasa de un in h ib id o r, re g u la d o r o am bos a la v e z  que es tarfa  fntimamen  
te asociado con la m oléculas de A T P a s a  y que probablem ente fo rm arfa  
parte  de su e s tru c tu ra  c u a te rn a r îa .
Inh îb idores de este tipo son bien conocidos en A T P a s a s  de rnî 
tocondrias  y c lo rop lastos (1 5 4 ,  1 5 5 ).
SaIton y co l. (1 5 6 ) han sugerido la p re s e n c ia  de reg u lad o re s  
sem ejantes en M Ic ro c o ccu s  lyso d e ik ticu s .
E n  las ex p e rie n c ia s  an te rio re s  venfam os usando una concentra  
cion de tripsina de 0 , 2  m g /m l en el medio de re a c c io n , pero  necesitaba
mos s a b e r  cual e r a  la concentracion optim a de la pro teasa p a ra  la m e -
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F ig .  6 -  E s tîm ulacîôn  p o r  tripsîna en funcîôn de su co n cen trac îô n . 
L a  actividad fué d eter mi nada norm al mente en presenc ia  de concen­
trac io nes c re c îe n te s  de trip s în a , y vîene e x p re s a d a  en moles P i  
p o r  m in. y ml de suspension de m em branas o p o r ml de enzim a so 
lubie co rresp o n d ien îe  a igual cantidad de m em b ran a s . e — # A T P a s a  
ligada a la m em brana; à — à A T P a s a  soluble.
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jo r  ac tiv id ad  A T P â s ic a .  L a  F ig .  6 nos m uestra la actividad enzim atica  
como una funcion de la concentracion de trip s in a . T a n  to p a ra  la A T P ­
asa unlda a la m em b ran a  como p a ra  la soluble el increm ento  de la acti 
vidad es  rapido al au men tar llgeram ente la concentracion de trip s in a  pe 
ro  solo a bajos n iv e le s  de la p ro te a s a . P o r  en d  ma de una c o n c e n tra -  
cl6 n de 0 , 1  m g/m l la actividad A T P â s ic a  no se a lte ra  aunque se siga 
au men tan do la can tidad  de trip s in a  duran te  un largo rango de concentra  
c io n es . '
A c o rd e s  con estos resultados continua re  mos utilizando la mis 
ma concentracion  que hasta el p re s e n te , es d e c ir , 0 , 2  m g/m l en el me 
dio de re a c c io n .
A ^ o n _ ^  Q rg te o l^ ic ^  _ (^ J a _ tr i  Bsin<^_sobre^ J § _ A T P a s ^ .
L a  trip s in a  es una enzim a p ro teo lftica  con especific idad p ara  
cierto s  en laces pep tid ico s , pero inespecffica respecto a las p ro te in as  co­
mo ta le s . E n  consecuencia debfam os e s p e r a r  que la A T P a s a  fu era  sus 
trato de la tripsina en condîciones n o rm a le s . P o r  esta razon hem os es tu 
diado la sensib ilidad de la A T P a s a  a la digestion tr ip s ic a  y las posibles  
im p licaciones de la ultim a en zim a en la actividad y estabilidad de la p r i ­
m era .
L a  F ig .  7 m uestra el efecto de la tripsina sobre la A T P a s a  
en distintas condîciones de actuacion . A lgun os  aspectos m ere ce n s e r  re  
sa I tado s . E n  ausencla  de inh ib idor y A T P  la fracc ion  soluble présenta
m ayor sensib ilidad que la unida a la m em b ran a . L a  razon  m as in media 
ta rad ica  en que la cantidad de tripsina fué la m ism a en am bos casos,
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F îg . 7 -  Ppoteolîsis de la tripsina sobre la A T P a s a  de E  .c o li. 
Muestras con A T P a s a  y tripsina se incubaron a 37 SC y a diferen  
tes tiempos, anadiendo, en algun caso, inhibidor de tripsina o A T P .  
L a  relaciôn tripsina -  A T P a s a  fué la éptîma obtenida segùn la F i g . 6. 
Después de la incubacién se llevaron las muestras a tem peratura  
ambiante y se determine la actividad A T P â s ic a  en condiciones n o r­
males. L a  incubacién fué hecha de la siguiente forma : #— # A T P a s a  
unida a membranas + tripsina; A T P a s a  soluble + tripsina;
À  à A T P a s a  unida a membranas + tripsina y parada de la re a ç
cién con inhibidor de tripsina; A- A T P a s a  soluble + tripsina y pa 
rada de la reaccion con inhibidor de tripsina ; A T P a s a  solu­
ble + tripsina + A T P .
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m ientras la concentracion de protefna de la m em brana es mucho m ayor  
que en la fraccion so lub le. N o  obstante no se puede d e s c a rta r  que la 
A T P a s a  soluble esté mas expuesta a la accion p ro teo litîca  que la aso­
ciada a la m em b ran a . E n  cu a lq u ie ra  de los caso s , media h o ra  de incu 
bacion red u ce  la actfvîdad A T P a s ic a  en mas de un 50% de su actividad  
o r ig in a l.
Cuando después de los mismo s tiempos de incubacién se d e -  
tiene la actividad proteolitfca p o r  adicion de inhib idor de tr ip s in a , se ad  
vie rte que a tiempos in fe rio re s  a cinco m inutes p re v a le c e  la acc ion  estî 
m uladora de la p ro te a s a , y de este tiempo en adelante com ienza a mam 
festarse  su efecto p ro teo iftico . E s te  fenomeno p a re c e  ind icar que la a c ­
cion estim u ladora de la trips ina  sobre la A T P a s a  es debida q u izas  a la 
ro tu ra  de un en lace muy sen sib le  a la p ro teasa  y p o r  supuesto mucho 
mas sensib le  que aquellos que ocasionan la destrucc ion  de la A T P a s a .  
E s ta  su g eren c ia  v iene apoyada p o r el hecho de que la accion es tim u ia - 
dora de la tripsîna no es n ecesariam en te  sim ultanea con la capacidad  
hidroiftica de la A T P a s a .  E s  to perm ite  apuntar la posibîlidad de o b te- 
n e r una A T P a s a  homogénea y perm anente mente estim ulada p o r  haber  
sido sornetida con an te rio rid a d  a la accion de la tr ip s in a .
E n  la F îg .  8 se m uestran  resu ltados  p a ra le io s  a los a n te rio -  
r e s ,  en los que se pone de m anifies to la m arcada re lac ion  existante en 
tre  la sensib ilidad de la A T P a s a  a la trip s in a  y la p resenc ia  de 
en el m edio de incubacién . E s  c laro  que el ha au men ta do la fa c î-
lidad digest! va de la A T P a s a ,  muy acu sa da mente en  la fracc ién  soluble 
y un poco menos en la unida a m em b ran a , pero en cualqu iera  de los
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F îg .  8 -  E fec to  proteoiftico de la tripsina s o b re  la A T P a s a  de E . 
c o lt . L a s  condiciones de ensayo son id é n tic a s .a las de la F ig .  an  
t e r io r .  E l medio de incubacién contenfa: • - — • A T P a s a  unida a m em  
b ra n a s  + trip s in a  + M g 2 + ; • • • - • • A T P a s a  soluble + trip s in a  + Mg^"^;
| - # A T P a s a  unida a la m em brana + tripsina + A T P .  L a  concentracién  
de A T P  fué la misma que la del medio de ensayo de la actividad en 
z im a tic a . D esp u és  de la incubacién se efectué la d e te rm inacién de 
actividad A T P â s ic a  en condiciones n o rm ales .
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casos la destrucc ion  de la en z im a es con sid erab le  men te m ayo r que en 
ausencia del cation . E s to s  resu ltad o s , s i mi la re s  a los hallados p o r  
Bond (1 5 7 )  apuntan hacîa una fijacîon del a la A T P a s a  a co m p a-
hada de un cambio de conform acion que fa v o re c e rfa  el ataque p o r  la 
p ro teasa ; in te rp re tac iô n  que a p a re c e  apoyada en el hecho de que el 
Mg^^ es  un elem ento ind ispensable p a ra  la actividad en z im atica . C u a n -  
do estudîem os la c inética  de sa tu racîon de Mg y A T P  v o lv e re m o s  a 
c o r r o b o ra r  esta a firm a c ié n .
L o s  resu ltados  a n te r io re s  indican c la ram en te  que la A T P a s a
es un buen sustrato  de la trip s in a  y que incluso se puede m e jo ra r  en 
++p rese n c ia  de Mg , sin em bargo  también se puede s u p rîm ir  su capaci­
dad de s e r  atacada p o r la tr ip s in a . L a s  figuras 7 y 8 dem uestran  que 
la p re s e n c îa  de A T P  en el medio de incubacién co n fîe re  res is ten c îa  a 
la A T P a s a  f rente a la tripsin  o lis is . E x p e rie n c ia s  efectuadas en idénti­
cas condiciones y tiem pos que las p récéd an tes  m antîenen la activ idad  en 
zim atica ina lte rad a  no obstante la p rese n c ia  de tr ip s in a .
H em os v is  to la activacion p o r tripsina de la A T P a s a  de 
E .c o li  y su digestion p o r la p ro teasa  com o una funcion de determ in adas  
condic iones, en tre  e llas  la acc ion  p ro tec to ra  del s u s tra to . N o s  im porta  
ba co n o cer qué co n cen trac io n es  de A T P  e ra n  n e c e s a ria s  p a ra  e je rc e r  
este efecto p ro te c to r . L a  T a b la  V II nos indica que p o r debajo de una 
determ inada concentracion de sustrato la estim ulacion p o r trip s in a  d ecre  
ce en re lac io n  d ire c ta  a la dism inucion en la concentracion de A T P ,  
hasta tal punto que a bajas co n cen trac iones de sustra to  las m u estras  de 
term inad as en ausencia  de tr i s ira  tienen m avor activ idad . ue las e fe c -
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A ccio n  de la trip s in a  so b re  la A T P a s a  de E .c o li  en funcion de la 
concentracion de sustrato  .
L o s  increm entos negativos co rresp o n d en  a una m en o r actividad de la 
A T P a s a  con trip s in a  en el medio de re a c c io n . L a  A T P a s a  soluble  
fué e x tra id a  con E D T A  3 mM -  CÏO3 H N H 4 50 mM a pH  9 , a p a r t ir  
d em em b ran as . *
[ a T p ]  mM 8 4 2 1 ,2  0 ,8  0 ,4  0 ,2
T P a s a  unida a m em branas  
% de activacion
T P a s a  soluble  
de activacion
63 60 21 13 3 - 1 7  -2 2
64 54 28 14 7 -2 0  -2 5
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tuadas en su p re s e n c ia , lo que presupone un efecto proteoiftico sobre  
la A T P a s a ;
E n  consecuencia podemos a f irm a r  que la trips ina funciona 
con estim ulacion de la A T P a s a  cuando se utiliza con concentraciones  
optim as de su s tra to ; p ara  concentrac iones in fe rio re s  los efectos e s ti-  
m ulantes se ven c o n tra rre s ta d o s  por la accion p 'oteo iftica .
Sojubilizacdon de N A D H  -d e s h id ro g e n a s a
L a s  m em branas de M Icro co ccu s  lysodeikticus p re p a ra d a s  
como se d escrib e  p o r M unoz y col. (1 4 3 )  co n servan  mas del 80% de 
la activ idad  N A D H -d e s h id ro g e n a s ic a  ligada a la m em brana; el resto  
es lib erad o  con el citoplasm a al lis a r los p ro top lastos . E l tratam iento  
de es tas  m em branas con un agente quelante como el E D T A  1 rnM 
so lub iliza  co mp le ta mente la N A D H  -  desh id rogenasa , no detectandose  
ninguna actividad en los sedim entos re s id u a le s . D e te rg e n te s  anionicos  
como el desoxicolato (1 4 3 ) a r ra s tra n  la N A D H -d e s h id ro g e n a s a  a la 
fracc io n  soluble acom pahada de o tras  p ro te fnas , p ero  cuaniitativam en  
te con menos e ficac ia  y especific idad que el E D T A .  E stos y o tros  
hallazgos llevaron a la conclusion de que la N A D H -d e s h id ro g e n a s a  
en este  organism o debe s e r  considerada como una enzim a p e rte n e -  
cîente casi exclusivam ente a la fraccion de m em brana ( 1 4 5 ) ,
S in  em bargo el com portam iento de la m isma en zim a en 
E .c o l i  p arece  bas tante d istin to . E l citoplasm a c e lu la r  obtenido tal 
como se describe en M a te ria le s  y M étodos lleva consigo un 80% de
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la N A D H  -d e s h id ro g e n a s a , quedando asociada a la m em brana solo 
un 20% del total. E l mantenimîento de m ayores  p ro p o rc îo n e s  de esta  
enzim a unida a la m em brana solo puede oonseguirse protegiendo su 
aso ciac io n  a la m ism a con catîones d ivalentes com o el Mg"*”  ^ o p o li-  
a m in a s .
L a  F îg .  9 m u estra  la p artic io n  d ife renc ia l de la N A D H  
-d e s h id ro g e n a s a  en distintas fra c c io n e s , como una funcion de la con 
cen trac io n  de C l 2Mg ^  el momento de lisis de los protoplastos y la 
vados p o s te r îo re s . Cuando la lisis se efectûa en ausencia de C l2Mg  
el c itop lasm a bacteriano  engloba entre  sus com ponentes un 80% de 
activ idad  de la N A D H  -d e s h id ro g e n a s a , m ientras que ûnicam ente el 
20% p erm an e ce  asociado a la m em b ran a . C oncentraciones crec ien tes  
de C l 2M g a c e rc a n  e incluso invierten  estos p o rc e n ta je s , P o r  encima  
de C l 2 M g 5 m M , nuevo s aum entos del cation no al te ran  las can tida- 
des netas de activ idad  que acom pahan a cada fra c c io n . Bajo  estas u]^  
timas condiciones se consigue m antener ligada a la m em brana un 60% 
de la actividad enzim atica , en tan to que el otro 40% parece  no s e r  
sensib le  a la acc ion  del m agnesio , solubilizandose con en te ra  indeperi 
dencia de la concentracion del cation.
L a  extracc ion  de N A D H -d e s h id ro g e n a s a  con E D T A  3 mM 
es p ractîcam en te  total si co n s id éra  mos que los sedim entos extra idos  
apenas m anifîeslan actividades res id u a les  détectab les. No obstante la 
activ idad  solubilizada por este  medio no alcanza nunca el num éro  de 
unidades enzim aticas  totales determ inab les en la m em brana o rig in a l.
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F îg . 9 -  A c tiv id ad  de la N A D H -d e s h id r o g e n a s a , en d ife ren tes  e s ta d o s , 
como funciôn de la concentracién  de C l2Mg en el tampén de lisis de los 
protoplastos y lavados s igu ien tes . L a s  concentraciones de C l2Mg estén  
en a b s c î s a s . A c t i v i d a d  medida en el citoplasm a c e lu la r . A — ^ A c t i ­
vidad de la enzim a unida a la m em b ran a . ■ Actividad de la fra c c ié n  
soluble con E D T A  3 mfvi.
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E sto  hace suponen , como explicacîon m as inm ediata , una p é rd id a  de 
activ idad  enzim atica debida al proceso de e x tra c c io n , al tiem po o a 
otro s  facto re s  todavfa no con tro lados , so b re  to do si tenemos en cuen 
ta la g ra n  inestabilidad de la p ro te fn a . •
L a  tincion enzim atica  de la N A D H -d e s h id ro g e n a s a  después  
de e le c tro fo re s is  en geles de po liacrilam ida  (1 5 8 , 159) p a ra  las fra c ­
ciones citoplasm ica y soluble con E D T A  3 mM se  m uestra en la F ig .  
10. A  m ayor concentracion  de C l2Mg se o b s erva  una m enor d en s i-  
dad de co loracion  en la banda de N A D H -d e s h id ro g e n a s a  c o rre s p o n -  
diente a la fracc io n  soluble en el c itop lasm a. P o r  el co n tra rio  la ban 
da de enzim a e x tra id a  con E D T A  3 mM no se detecta cuando las con 
cen trac iones  de m agnesio fueron  b a ja s . Estos resu ltados estan to tal-  
mente de acuerdo  con los de la F ig , 9 y c o rro b o ra n  las d e te rm in a -  
ciones cuantitativas encontradas en las distintas p re p a ra c io n e s  como 
efecto de la concentracion  de cationes d ivalentes.
L a  perm anencia  de la N A D H  -d esh id ro g en asa  asociada a 
la m em brana citoplasm ica no es solo efecto del M g^^; sustancia m u l-  
tifunciona’es del tipo de las poliam inas e je rcen  una accion s im ila r  e 
incluso mas m anifiesta . E n  la F ig . 11 podemos v e r  la rep artic io n  de 
la enzim a e n tre  las fra cc io n es  citoplasm ica y m em branosa como una 
funcion de la concentracion de e s p erm id in a . L a  ausencia de esta tria  
m ina perm ite la liberacion de mas de un 80% de actividad enzim atica  
con los in tégrantes de! citoplasm a c e lu la r ;  p ero  concentraciones c r e ­
c ientes de esp erm id ina  ligan mas y m as N A D H  -d esh id ro g e n asa  a la
i -
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F îg .  10 -  T in c io n  de N A D H -d e s h id r o g e n a s a  en geles de p o lia c r ila m id a . 
a e n z im a  de la fracc io n  c îto p lé s m ic a ; b enzim a ex ira id o  con E D T A .
L a s  co n cen trac io n es  de O lg M g  son las s igu ientes: 1, 0 m M ; 2, 1 mM ;
3 ,  2 mM ; 4 ,  5 mM ; 6 , 20 m M .
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F ig .  11 -  A c tiv id ad  de la N A D H -d e s h id ro g e n a s a  en funcî6 n de la con  
cen trac io n  de esperm îd îna en eî medio de lîsis de los pnotoplastos. L a s  
condiciones de ensayo se exponen en M aterla les  y M étodos. L a  a c tiv i­
dad enzîm atîca co rres p o n d e  a las fracc îones siguientes: •  N A D H  «•
deshidrogenasa soluble con el c itop lasm a; A — enzima ligada a la m em  
b ra n a ; Ü — ® en zim a extra id o  con E D T A  3 m M .
112.
m e m b ra n a , hasta tal punto que con una co n cen trac i6n 10 mM la ac ti­
v idad  enzim atica detectada en el citoplasm a s6 lo responde del 7% de 
la actividad enzim atica  to ta l. P o r  el c o n tra r io , el num éro de u n id a -  
des enzim aticas m edibles en la m em b ran a , m uestra  un constante in ­
c re m e  n to , p a ra le lo  al Increm ento  de esperm id ina  presente en el m e­
dio de lîsis del e s fe ro p la s to . Este aum ento de actividad es m as rap i 
do a bajas co n cen trac iones que a a lta s , quedando s iem pre  una peque  
na cantidad de e n z im a 'q u e  se so lub iliza  con el c itop lasm a. Com o en  
el caso  a n te r io r , la activ idad  extra fda  con E D T A  3 mM no da cuen  
ta de todas las unidades determ inadas en la N A D H -d e s h id ro g e n a s a  
unida a la m em b ran a , a p e s a r de que los sedim entos desprovis tos  de  
la enzim a no m anlfestaban actividad desh id rogenasica detectable mas  
que a altas con cen trac iones  de e s p erm id in a . P ro b ab lem en te  la co n - 
cen trac io n  de esta poliam ina e ra  dem asiado alta  p a ra  s e r  elim inado to 
do su efecto p o r un E D T A  3 m M .
L a  F ig .  12 e x p re s a  la cantidad de proteina total c o r re s  
pondiente a cada una de las fra c c io n e s , como efecto de C Ig M g , y la 
F ig .  13 re p ré s e n ta  el m ism o efecto como accion de la e s p e rm id in a . 
E s ta s  g raficas estan de acuendo con las de activ idad N A D H  -d e s h i­
d ro g e n a s a , aun cuando las variac io n es  en la concentracion de la e n ^  
m a , no deben s e r  las un icas responsab les de las v a riac io n es  en la 
concentracion  de protefna total. O tr a s  enzim as de m em b ran a , p ro te f-  
nas asocladas a e lla , e incluso c îto p lésm icas , pueden es ta r  afectadas  
en su union a la memforana por cationes divalentes y po liam inas .
o
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F îg ,  12 -  P ro te fn a s  totales determ inadas en las très  fra cc io n es  de las  
F ig .  a n te r io re s . • • • • • C i t o p lâ s m îc a ;  A — A M em b ran a ; •  f ra c e  ion 
s o lu b le . L a s  d îferencîas de protem a en cada fracc îo n  dependen de las  
concentrac iones de magnesîo en la p rep arac iô n  de m em bra n as .
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F îg ,  13 -  C o ncentrac ion  de pnotefnas en c itop lasm a, m em brana y fra c -  
ci6 n soluble con E D T A  en funciôn de la concentracion de esp erm id in a . 
# ~ *  C ito p lasm a; A —  ^  m em brana ; 0 — fra c c î6n so lu b le .
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Com panando los resu ltados obtenidos con el C l2M g y la 
esp erm id ina  o b servâm es  una notable sem ejanza de a c c iô n . A m bos  
agentes d e te rm in an , o al menos fo rta lecen  la asociacion de la N A D H -  
deshid rogenasa con la m em brana b a c te ria n a , p ero  su capacidad  p a re  
ce d istin ta . C o n  el C |£ M g  no logra s u p e ra rs e  un 60% de enzim a uni­
da a la m em b ran a , aun a altas con centrac iones de m agnesio , m ien -  
tra s  que la esp erm id ina  liga a la m em brana b ac te rian a  la cas i totalidad  
de la actividad enzim atica del m ic ro o rg an ism o . L a  exp licac i6 n de e s ­
ta d ife rencia  puede ra d ic a r  en el distinto tamano m olecu lar del Mg^^  
y la e s p erm id in a , o bien en su d iv e rs o  modo de unién con las p ro te i 
nas o con los lip idos.
L a  cantidad in tra c e lu la r de determ înada en M ic ro -
coccus lysodeikticus (1 6 0 ) rindio una concentraciôn de 2 0 -2 3  m M . E s
ta e levada concentracion p a re c e  in d ic a r  la ex is tencia  de una bomba 
p a ra  el cation d ivalente. H u rw îtz  y c o l. (161 ) habian postulado r e -  
cientem ente un proceso sem ejante en B acillus c e r e u s . M ovidos por  
es to s hechos hem os cultivado nuestro  m icro organ ism o en medio de a l ­
tas concentraciones M g ^ ^ , en la e s p e ra n z a  de que la acum ulacion del 
cation dentro de la b ac teria  sup liria  de algùn modo la necesidad  de 
una adîcîôn e x te rn a , en el momento de la lîsis del p ro top lasto , im p i-  
diendo de este modo la solubilizacîon de la N A D H  -d esh id ro g en asa  
con los in tégrantes c itop iésm icos, S in  em b arg o , nuestro resultados  
fueron s iem pre negaüvos, con idependencia de las concentraciones de 
C l2M g em pleadas. E l citoplasm a inciu ia  s iem p re  en tre  sus com ponen  
tes la enzim a en una propo rc ion  del 79 al 90% de su ac tiv id ad .
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C o m o  conclusion podem os a firm a r  que o bien el Mg*‘’2 
no se acumula en el in te r io r  de E . c o li . lo que abogaria  p o r  la c a -  
re n c ia  de una bomba de m agnesio, o bien se acum ula p e ro  p o r efec  
to de la diiucion p e r  mi te la d isociacion de la e n z im a , o su lo c a liz a -  
ci6 n citoplasm ica le vuelve ineficaz p a ra  p ro té g e r la e s tru c tu ra  de la 
m em brana cuando el s is tem a total es  distorsionado p o r la lis is  os mo 
t ic a .
E s  conocida la înestabilidad de a lgunas A T P a s a s  al e s -  
tado soluble, s o b re  to do a bajas te m p e ra tu re s . A s f ,  A T P a s a s  mi to 
co n d ria les  de distintos o rig e n e s  com o pueden s e r  co razo n  de buey  
( 1 6 2 ) ,  levad u ra  (1 6 3 ) ,  hi^gado de ra ta  ( 1 6 4 ) ,  son mu y lab iles cuan  
do se las so me te a bajas tem p era tu ras  una v e z  disociadas de la mem  
b ra n a  m ito co n d ria l. L a  A T P a s a  de c lorop lastos (1 6 5 ) p ie r  de hasta 
un 90% de su actividad o rig in a l despues de una hora  a 0 ^  cen tig rades  
D e n tro  del cam po bacteriano  nos encontram os con algo s e m e ja n te .L a  
A T P a s a  de B ac illu s  m egaterium  p ie rd e  entre  un 70 y un 87% de a c ­
tividad cuando se la m antiene durante 24 horas  a 4 ^ 0  ( 1 6 6 ,  1 6 7 ).
S in  em bargo o tra s  A T P a s a s  son perfectam ente  estables  
a bajas tem p era tu ras  no solo en fo rm a  de ex trac to s  c ru d o s  sino tam  
bien cuando han sido p u rificad as  hasta hom ogeneidad. F ra c c io n e s  pu 
r if ic a d a s  de A T P a s a  de M icro co ccu s  lysodeikticus per'm îten su aima  
cenam iento d u ran te  largo tiempo a tem p era tu ras  in fe rio re s  a 0 
( 1 3 8 )  sin p e rd e r  nada de su actividad o rig in a l. D e  un modo sem ejan
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te se  com porta la A T P a s a  de S trep to co ccu s  fa e c a lis . S in  em bargo a 
bajas tem p era tu ras  y en p resenc ia  de A D P  se inactive con bastante  
ra p id e z  ( 168) .
P o r  lo que resp ec ta  a la A T P a s a  de E  c o li . su in e s ta -  
bilidad como p ro te L n a  soluble ha sido am pliam ente reseh ad a  (1 4 6 , 1 1 8 , 
1 1 1 ) y desde este  punto de v is  ta p ré s e n ta  una notable s e m e jan za  con 
la m itocondria l.
0
C o n  el fin de obtener la m axima inform acion a c e rc a  de 
este problem s y poder c o m p a ra r  n u estros  resu ltados con o tro s  ya 
conocidos, nos hemos propuesto  e x a m in a r las p rop îedades de e s ta b l-  
lîdad de la A T P a s a  so lub le , en especia l bajo la form a de extracto  
c r u d o . P o r  descontado que nuestras p re p a ra c io n e s  son tam bién in -  
es ta b le s , si bien considerablem ente menos que las obtenîdas p o r  
E v a n s  (146) solubîlizando la enzim a con dodecil sulfato s o d ic o , y tal 
vez  m ajores que o tras  p rev iam ente  re fe r id a s . H a y  que n o ta r  que la 
estabilidad de nuestra  A T P a s a  soluble es funcion de m ultiples facto-  
r e s ;  concentracion de p ro te in a , p H , te m p e ra tu re , etc.
L a  T a b la  V III  m uestra la estabilidad de una fracc io n  so lu 
ble de A T P a s a  de E . coli con una concentracion  de p r o t e in a  de 37  
rr\\, L o s  p H s  ex trem o s  han resu ltado  perju d ic ia les  p a ra  la e s ta ­
bilidad de la p ro te ina  a cua lqu iera  de las très  tem p era tu ras  en sayad as; 
y de estas la m as favo rab le  es la de 2 4 ^ 0  cap az de c o n s e rv e r  un 
40% de la activ idad  o rig in a l después de 144 h o ra s , a pH  7 . H a y  que
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T A B L A  VIII
p e r a lu r a s .
L o s  ex tracb s  fueron  p re p a ra d o s  com o se îndica en M a te rla le s  y M é ­
todos. L a  activ idad  de la enzim a esta  dada en unidades de absorcion  
a 650 nm . L o s  ensayos fueron efectuados s ie m p re  a pH  7 .5  L a  
concentracion  de p ro te L n a  en estos extractos e r a  de 37^gym l S e  
h a b L a  diluido s îete  veçes con respecto  al e x tra  cto o rig in a l. A lic u o -  
tas de estos ex trac to s  fueron  m antenidas a 4 , 24 y 3 7 dur ant e los 
tiem pos que se indican en la Tab la
T ie m p o  en h o ra s 0 24 48 72 110 144
4 ^ C p H  6 1 .78 0 . 9 8 0 . 8 4 0 . 6 3 0.51 0 . 4 0
p H  7 1 . 78 1 . 54 1 . 2 6 0 . 8 7 0 . 6 2 0 . 5 6
p H  8 1 .78 1 . 54 1 . 2 3 0 .81 0 . 5 7 0 . 4 3
p H  9 1 .78 1 .40 0 . 7 7 0 . 2 5 0 . 1 2 0 . 0 7
24 OC p H  6 1 .78 1 .19 0 . 9 1 0 . 6 9 0 . 5 6 0 . 4 3
p H  7 1 .78 1 .68 1 . 5 4 1.08 0 . 9 0 0 . 7 1
p H  8 1 .78 1 .61 1 . 40 1 .05 0 . 8 7 0 . 7 0
p H  9 1 .78 1 . 26 0 . 8 0 0 .41 0 . 3 4 0 . 2 5
37 2 C p H  6 1 .78 0 . 7 3 0 . 4 6 0 .41 0 . 3 2 0 . 2 5
p H  7 1 .78 1 .33 0 . 66 0 . 4 7 0 . 3 6 0 . 2 7
p H  8 1 .78 0 . 8 4 0 . 5 7 0 . 4 5 0 . 2 9 0 . 2 3
p H  9 1 .78 0 . 51 0 . 4 2 0 . 2 4 0 . 2 2 0 . 1 4
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n o ta r  la pérd îda  de activ idad a 37 S C ,  muy s u p e r io r  de la de 4 ^ C ,
E s ta  a parente labîlidad a 37 S C  puede muy bien no s e r  el refle jo  de 
la Inestabilidad de la p ro te in a  a esa te m p e ra tu ra , como apuntarem os  
a con tinuac ién , sin embarg? es un hecho com probado que p o r encim a  
de 35 QC la A T  R a sa  soluble se hace sensible al ca lo r adv îrtiéndose  
una rap ida  p é rd îd a  de activ idad  en funcién del tiempo de exposic îén .
D e  este  aspecto tra ta re m o s  mas ad e lan te .
0
E n  la T ab la  IX  se d e s crib e  un experim ento  idéntico al an ­
t e r io r ,  salvo en la concentraciôn de p ro te in a . L a s  m uestras em plea­
das p a ra  o b ten er los datos p résen tes  tenian una concentracién  de p ro  
teina total so lub ilizada de 230 u g /m l. A l igual que antes nos en co n tra ­
mos con que los pH s ex tre m o s  favo recen  la inactivacién de la enzim a  
p ero  de una fo rm a todavia mas a c u s a d a . D esp u és  de 24 h o ras  a p H  6 
en el m ejor de los c a s o s , solo se co n serva  el 36% de la activ idad , en tan 
que a pH  9 se a lcanza ese porcenta je  al cabo de 72 h o ra s . E n  cu a lq u ie r  
caso la pêrd ida  de activ idad a esos p H s  es m uy e levad a . S i  nos r e f e -  
rim o s  a las te m p e ra tu ra s , nuevam ente volvem os a e n c o n tra r que la de 
24 Û C  es la m e jo r de las estud iadas, con un 29% de activ idad después  
de 168 h o ras  a p H  7 . E s ta s  condiciones con trastan  con la d râstica des  
ap a ric io n  de actividad cuando las m u estras  se mantienen a 37 ^ C .
A  la v ista de estos resu ltados se pueden s a c a r  algunas con 
clus iones: a . -  L a  A T P a s a  soluble de E .c o li es  muy Inestable a p H s
e x tre m o s , encontrando su ôptimo probablem ente a pH  neu tro  o l ig e ra -
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m ente s u p e r io r , b . -  S u  iabilidad a bajas tem p era tu ras  es  menos e x ­
tre m a  de lo que cab ria  e s p e ra r  a p a r t ir  de la li te ra tu ra  p re c e d e n te , 
c . -  I—a (pncentracién de proteina p a re c e  e s ta r impli cada de alguna ma  
n e ra  en el mantenim iento de la estab ilidad , al m enos a la tem pera tu ra  
de 37 Û C . N o  s e 'a d v ie r te  una d ife ren c ia  notable a o tras  te m p e ra tu ra s ,  
aunque una dîlucién m ayo r p arece  fa v o re c e r  una m ejor co n servac ién  
de la actividad en zim atica .
»
Y a  hem os apuntado que la A T P a s a  soluble de E . coli p ie r  
de actividad cuando es expuesta a tem p era tu ras  s u p e rio re s  a 35 
d uran te  tiempos no muy c o rto s , y que esta podîa s e r  la ra z é n  de su 
com porta  mien to a 37 en las dos e x p erien c îa s  que a h o ra  estam os  
co n s id e ran d o . N o  obstante, esta in te rp re tac lô n  no da r a z 6 n de la 
d râ s tic a  caida de actividad cuando la concentraciôn de p ro te in a  es  
m a y o r . P robab lem ente  in te rv ien e  o tro  factor dependiente de la con­
cen trac iô n , com o puede s e r  la p re s e n c ia  de una proteasa cuya a c -  
ciôn se m anifiesta sôlo a esta tempe ra tu ra  y es  mas e fic az  cuanto 
m a y o r sea la concentraciôn de pro te ina  total.
D e  acuerdo  con los resu ltados de algunos investigadores  
( 1 1 8 ,  111) el g lîcero l es  un agente cap az de c o n fe r ir  c ie r ta  estabi­
lidad a la A T P a s a  so lub le . S in  n e g a r  esos resu ltados nosotros  no 
podem os c o r r o b o ra r  con nuestras  e x p erien c îa s  la ventajosa u tilîz a -  
ciôn de este alcohol a tal fin .
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T  A  B  L  A  IX
É stab îlîdad  de extractos c ru d o s  de A T P a s a  en funciôn de la tem - 
p e ra tu ra  y p H .
L a  actividad esté  e x p re sad a  en unidades de absorc iô n  a 650 nm . 
L a  concentraciôn de p ro tem a en estos extractos  e ra  de 230 ^ g /m l.  
T o d a s  las d eterm in aciones de actividad se efectuaron  a p H  7 .5
T ie m p o  en h o ra s 0 24 48 72 96 168
4 fiC  pH  6 1 . 3 5 0 . 4 9 0 . 3 5 0 . 1 9 0 . 0 9 0 . 0 3
p H  7 1 . 3 5 1 . 13 1 . 0 4 0 . 8 9 0 . 7 0 0 . 2 9
p H  8 1 . 3 5 1 .20 1 . 0 3 0 . 8 4 0 . 6 4 0 . 2 4
p H  9 1 . 3 5 1 .20 1 . 03 0 . 8 4 0 . 6 4 0 . 2 4
24 S C  p H  6 1 . 3 5 0 . 3 0 0 . 1 8 0 . 1 4 0 . 0 8 0 . 0 2
p H  7 1 . 3 5 1 .28 1 . 16 1.11 0 . 8 8 0 . 4 0
p H  8 1 . 3 5 1 .24 1 . 1 6 1 .01 0 . 6 9 0 . 2 7
p H  9 1 . 3 5 1 . 1 4 0 . 9 6 0 . 4 5 0 . 0 9 0 . 0 1
37 S C p H 6 1 . 3 5 0 . 1 4 0 . 0 8 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
pH  7 1 . 3 5 0 . 9 2 0 . 0 3 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
pH  8 1 . 3 5 1 .08 0 . 0 6 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
pH  9 1 . 35 0 . 0 7 0 . 0 1 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
E
c
o
10
(O
d
d
d
100 160120200 40 8060
Tiempo en horas
F ig ,  14 -  E fec to  del g lîc e ro l en la estabilidad de la A T P a s a  soluble 
de E .c o l i .  S e  p re p a ra ro n  trè s  fracc io n es  de extracto  c ru d o  de A T P «  
asa con g lîc e ro l al 10% y una concentracion de proteina de 37yLtg/ml, 
y se m antuvîeron durante los dfas que duré el ensayo a las tem pera ­
tu ras  siguientes: 4 S C ;  4 —4 2 4 2 C ;  37 ^ C .  O tro s  trè s  lotes se
p re p a ra ro n  en las m ism as condiciones a excepcién de la con cen tra ­
cion de proteina que e ra  de 2 3 0 ^ g /m l.  U as  tem p era tu ras  fu e ro n :# —4 
4 S C  ; 4—-4 24 S C  ; • • • •■ 3 7  S C . L a  actividad v iene  dada en unidades de 
ab so rc io n  a 650 nm .
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E n  la F îg .  14 pnesentam os el efecto del g lîcero l al 10% en  
dos tîpos de fra cc ién  soluble que sélo se d îfe ren c îan  en la concentra  
clén de p ro te in a . A licuotas  de cada fraccîén  se han nnantenîdo a 4 ,
24 y 37 S C  duran te  los tiempos ind îcados. E s  in media to v e r  que a 
m as baja tempe ra tu ra  hay una m ayo r estabilidad y que esta  vendra  fa 
v o re c id a  por la concentraciôn  de p ro te in a , a lcanzandose un 36% de 
conservac iôn  de actividad después de 168 h o ra s  de exposiciôn de la 
fracc iô n  a 4 S C  en g liôero l al 10%. C uando la concentraciôn de p ro te i 
na es  m enor la estabilidad es también m enor p a ra  cua lqu iera  de las  
te m p e ra tu ra s . U n a  vez m as a 37 S C  nos encontram os con una ré p i-  
da pérd îda de actividad que va en el mismo sentido que la de las 
T a b la s  a n te r io re s .
E s  indudable que el g lîce ro l a bajas tem p era tu ras  e je rc e  
un efecto p ro te c to r so b re  la actividad de la A T P a s a  so lub le , pero  
este efecto no es s u p e rio r  al logrado en ausencia de g lîce ro l con 
sôlo c o n s e rv e r la enzim a a una tem p era tu re  de 2 4 S C .
E v a n s  (146)  ha em pleado el dodecanotiol como un posible 
estabiliz&nte de la A T P a s a  soluble con resu ltados posîtivos aunque 
cuantitativamente p a rc ia le s . L a  ap licaciôn de esta técnica a nuestra  
fracc iô n  soluble ( f ig.  15) fué también positiva, p ero  en modo alguno 
d efin itiv e . U n a  v e z  mas el pH  y la concentraciôn de pro te ina desem  
pehan algûn p a p e l. A  p H  7 .5  y concentraciôn de proteina de 240 a g /  
ml nos encontram os con un 32% de la actividad orig inal después de 
168 horas  a tem pe ra tu ra  am biante. L o s  resu ltados a més baja con ce n
in
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F ig ,  15 -  E fec to  del dodecanotiol s o b re  la estabilidad de la A T P a s a  
soluble de E . c o l i . l_os ex trac to s  c ru d o s  fueron obtenidos con E D T A  
3 mM en T r is  50 m M , pH  9 .  L a s  fracc iones 4 - 1  y 1 4 con ]20jj^g
P r o t /m l  y l a s l —•  y con 240^ g  P r o t /m l ,  fueron p re p a ra d a s  co
mo se indica en M ate rla les  y Métodos y con servadas  a tem pe ra tu ra  am  
bien te durante el tiempo que duré la e x p e rie n c ia . L a s  fra cc io n es  e x p re  
sad as  en trazo  continue estuvieron a p H  7 . 5 ,  y las de tra z o  d îsco n ti- 
nuo a p H  9 . L a s  actividades fueron determ inadas a los tiem pos que se  
indican en ab s c is a s  y v ienen  dadas en unidades de absorcion éptica me 
dida a 650 n m .
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tra c ié n  de p ro te in a  son sem ejantes a los obtenidos a la m ism a tem p e- 
ra tu ra  y pH  en ausencia de dodecanotiol. E n  s u m a , ni el g licero l ni 
el dodecanotiol pueden ca ta lo g arse  com o sustancîas définitivam ente es  
tab îlizantes de la A T P a s a  soluble de E  .c o li.
L a  inactivacion de la A T P a s a  en su form a so lu b le , a lo
la rg o  del tiem po, esté im plicada en fa c tores de d iverse  indole como
te m p e ra tu re , p H , concentracion de p ro te in a , p resen c ia  de a lco h o les ,
0
tio les , etc.  S i p resc in d !mos de la posible p ro teo lis is  que tendrfa lu g ar  
a e levad as  tem p era tu ras  (3 7  & C ) y m és intense mente a m ayo r concen  
tra c ié n  de p ro te in a , probablem ente solo un tipo de m ecanism o es el 
respo nsab le  de la pérd îda de actividad de la e n z im a . L a  disocîacién  
de la proteina nativa p a ra  d a r  lu g ar a componen tes de m enor peso 
m o lecu la r p a re c e  el m ecanism o m és indicado. D e  acuerdo con esta 
in te rp re tac ién  e s ta r  la el hecho de que ,  en g e n e ra l, a bajas tem p era ­
tu ra s  es menos astable la A T P a s a  que se encuen tra  en fracc iones  
m as dilu idas, puesto que a m ayor diiucién se debe d e s p la za r el equ ilib rio  
en el sentido de una m ayo r d is g re g a c ié n . P o r  el c o n tra r io , el in c re ­
mento de concentracion esta favorecîendo la perm anencia  de la p ro te i­
na form ando un todo, y as ! parece  d e s p re n d e rs e  de los resultados an 
te r io r e s .  En  co n secu e n c ia , c reem o s que existe un m ecanism o funda­
mental de inestabilidad, que es la disociacién de la A T P a s a  en sus 
com ponentes m enores y o tro  que o c u r r ir la  a 37 y que puede a d -  
m îtirse  como un fenémeno proteolltico o mas probablem ente como el
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m ism o proceso disociativo increm entado como efecto term odinam icam en  
te légico del aumento de te m p e ra tu re .
E s ta  in terp re tac ién  viene am pliam ente c o rrro b o ra d a  por  
los resultados de la F îg .  16. En e lla  se p résenta  un estudio compa 
ra tivo  de pérd îda  de actividad determ înada en geles de p o lia c r îla m îd a , 
en relacion con a lteraciones en la cantidad de proteina de cada ban­
d a , como efecto de la caida de a c tiv id a d . L o s  resultados fueron obte
♦
nidos con ex trac to s  c ru d o s , a una concentracion de protem a de 
240 m !, mantenidos a tem perature  ambiente y p H 7 .5  duran te  los 
siete dias en que se re a iiz a ro n  los ensayos. Com o una funcion del 
tiempo (cada p a r  de gèles tiene al menos dos dias mas que el ante 
r io r )  la p r im e ra  banda de A T P a s a , indicada con el num éro 2 , va  
disminuyendo como proteina y como actividad enzim atica . E n  resp u es  
ta a esa disminucion se nota un increm ento en la banaa 3 que también 
se tine para actividad y en la banda 5 que no da activ idad . D espués  
de suficiente tiem po, pré.cticamente toda la A T P a s a  se encuentra  ba­
jo la forma de la banda mas rapida (5 )  înaîcando una ioiai d isociacion  
de la proteina en sus componentes m e n o re s .
P o r  ultimo se efectuo un estudio s im ila r  al a n te r io r  con 
A T  Pu sa puriiicada por S ephadex G -2 Ü 0 . L o s  resultados se encuen  
tran  un la F ig .  17 y son una conîîrmiacion de todo lo expuesto so b re
estabilidad del enzim a.
L a  A T P a s a  purîfîcada îué conservada a tempe ra tu ra  a m -  
biento , pH 7 . 5 ,  au ran tu ios once dias quo dura  ron las e x p e rie n c îa s .
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F ig , 16 -  G eles de pollacriiam ida al 7% p ara  p ro te înas  y actividad en­
zîm atîca de A T P a s a  soluble, E l extracto  crudo fué obtenîdo con E D T A  
3 mM en T r is  50 m M , p H  9 ,  E l ex trac to  fué conservado a p H  7 .5  y 
tem peratu re  am biente durante los diete dîas que d u ra  ron las e x p e rîe n -  
c îas . C ad a  gel tîene unos 40 g de p ro te f na total, L o s  geles a ,  c , e ,  
g , estan tehîdos p a ra  proteînas y los b , d , f , h p a ra  actividad enzîm a­
tîca. E l p a r g_b fué co rrîd o  el dîa de la so lubliîzacîén , el c d dos dîas  
después, el e j  cu a tro  y el g j j  7 dîas después de la ex tracc îo n . L a s  -  
bandas détectables para  prote îna van num eradas del 1 al 5 .
F ig . 17 -  G eles de A T P a s a  puriflcada en columna de S ephadex G -2 0 0 .  
Cada gel contlene 25 ^  g de prote ina. L o s  geles a , c , e , g , I, k , s e t !  
heron p a ra  protefna y los b , d , f, h , j ,  I ,  p a ra  actividad e n z im a tic a .E | 
par a . b fué c o rr id o  el dfa de la eluclon y los siguientes 2 , 4 ,  6 , 8 y 11 
dîas més tarde respective m ente. L a  proteîna se  mantuvo a te mpe ra tu ra  
am biente.
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C a d a  pan de g e les  ten I do p a ra  p ro te în a  y ac tiv id ad  fué c o rr id o  en 
îd én ticas  cond ic iones, y a excepcîén del û ltim o, con dos d îas de dife 
re n c îa  del a n te r io r .  P u e ra  de las dos bandas de A T P a s a ,  que segm  
re m o s  denominando como banda 2 y 3 , no se a d v ie rte  nînguna banda  
de p ro te in a . E s  de notar la graduai d es ap aric ié n  de la banda mas 
lenta y el p a ra le lo  re fo rzam ien to  de la segunda, de modo especial en  
su activ idad , ya que como proteina no es igual mente d etectab le . G e le s  
con m ayor cantidad  de' p ro te in a  que estos p e rm îte n  v is u a liz a r  la ban­
da m as ra p id a , nûm ero 5 ,  que o b s ervâm es  con los ex trac to s  crudos  
y aun bandas in te r  media s m as tenues . Todo este  explîca el que no 
podam os v e r  en estos ge les  un notable increm ento  en p ro te ina  de la 
segunda banda de A T P a s a ,  puesto que ella a su vez  se esta tra n s -  
form ando en com ponentes de m ayor m ovîlîdad.
C o m o conclusîén de estos estudios de estab ilidad , creem o s  
podem os a f i r m a r , al m enos como hîpôtesis de tra b a jo , que la banda
n um éro  2 re p ré s e n ta  en cu a lq u ie r caso la A T P a s a  n a tiva , ûnîca que 
tîene actividad enzim atica detectable en tubo; que la banda 3 es un 
producto  de transfo rm acîôn  de la 2 , cap az de una h idro lîs îs  muy len­
ta 6 quizâs solo de fîja r A T P .  E l m ecanism o de transfbrm acion  de la 
2 en la 3 nos es desconocido, pero  puede su p o n erse  debîdo a un cam  
bio con form aciona l que c o n fie ra  a la enzim a m a y o r m ovîlidad sin a lte ­
ra  r  su peso m o lecu la r.
L a  banda num éro  5 re p re s e n ta r ia  el componente m enor d î -  
sociado de la proteina n a tiv a , absolu ta mente sin actividad. L a s  bandas
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in tenm edias que se o b s e rv a n  en geles de p re p a ra c io n e s  purificad as  
con m ayor cantidad de p ro tem a re p re s e n ta r ia n  estados in term ed ios  
de d isociacion , muy inestab les o q u izas  com ponentes m în o rlta rio s  
de la A T P a s a  no d isocîab les en u lte r io re s  subunidades.
P u  r iflc a c i6r^j )a j2( d a ^ j^  ja _ /^ P a ^ _ _ s ^ u b l^ j^ j^ a T a c te r iz a c j6 n_2o r  e lec^  
tro fo re s is  en gel de p o lia c rilam id a .
C o n  objeto de o b v ia r  las dificultades procédantes de s o lu -  
b îliz a r  la A T P a s a  de E . coli con C O 3 H N H 4 com o tampôn de e x tra c -  
c î6 n , sustîtuim os esta sal am onîca p o r  T r is  de igual c o n c en trac ién . 
C o n  ello e lîm inam os la activaclén  debida al î6 n C O 3H"’ . P o r  co n s i- 
gu îen te , en adelante toda fraccion soluble s e ra  obtenida p o r lavado 
de las  m em branas con E D T A  3 mM en T r is  50 mM pH  9 ,
L a  purifîcacîon de la A T P a s a  de E . coli fué abo rd ada  a 
p a r t ir  de fracc îo n es  solubles con E D T A .  E s ta s  fracciones e ra n  ob 
ten idas como sobrenadan te  de 3 7 .0 0 0  x g; ra z é n  por la que cabia 
la difîcultad de que la e n z im a  no se hallase en fo rm a soluble sino 
form ando g ran d es  agreg ados  con p ro te în as  y lîpidos de m em brana de 
aspecto  v e s ic u la r . S in  em bargo  no e ra  as î. C uando la A T P a s a  so­
luble de 3 7 .0 0 0  x g se centrifugaba a 125000 x  g durante 30 min. 
daba un sobrenadante total mente tra n sp are n te  y que contenîa toda la 
activ idad  A T P a s ic a ,  y un sedîmento que com prend îa  lîpidos y a p ro -  
xîm adam ente la cuarta  p a rte  de la p ro te îna  total solubilizada con 
E D T A .  E s te  c r ite r io  nos daba c ie r ta  seguridad  de que estébam os  
trabajando con una prote îna al estado soluble.
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E l sobrenadante de 125000 x  g se concentraba con mem­
b ra n a  Dîaflo de A  micon X M - 5 0 ,  ai mismo tiempo que se cam bîaba el 
p H  a 7 . 5 ,  hasta un volum en de 4 ml y una concentracion de protem a  
de 5 m g /m l, variando  algo estas condiciones de una p re p a ra c îo n  a 
o t r a .  E s te  concentrado de fracciôn soluble se ap lîcaba a una colum­
na de S ep h ad ex  G -2 0 0  y se eluîa en el mismo tampén de e x tracc îô n , 
p e ro  a pH  7 . 5 .  E l perfil de elucién p a ra  p ro te în as  y activ idad  e n z i­
m a tic a , con y sin tripsîna en el m edio de e n s a y o , se p rése n ta  en la 
F îg .  18. Inm edîatam erte después del volumen de exclusion ( 132  ml) 
sa le  un pico de proteînas de alto peso m o lecu lar o mas probablem en  
te form ando agreg ados en form a de pequehas ves îcu las . L a  A T P ­
a s a ,  con un volum en de elucion de 180 m l, sa le  a continuaciôn, c o -  
rrespond îendo  su pico de actividad conuna notable absorc ién  a 230 nm  
S in  em bargo la distribuciôn de la p ro te îna  que acom paha a la activ i­
d a d , no p résen ta  unos m axim os y m înim os que puedan c o n s id e ra rs e  
com o el refle jo  de una p ro te îna  hom ogénea en su es tru c tu ra  m olecu­
la r  o en su activ idad  e n z im a tic a . A i fina l, con el volumen de înclusién  
a p a re c e  un ancho pico que absorbe 260 nm y menos a 230 nm , c la -  
ro  îndicîo de la p resen c ia  de nucleotidos en la m u estra . E s te  paso 
p o r columna de S ep h ad ex  nos ha perm itido  una purificac ién  aparente  
de la A T P a s a  de unas 7 v e c e s , si bien c re e m o s  que la purificacién  
re a l ha sido bastante s u p e r io r ,  com o se puede ded ucîr del estudio de 
su estabilidad ( v e r  an terio rm ente ) .
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F ig ,  18 -  F iltra c io n  de A T P a s a  soluble de E . co I! po r S e p h a d e x  G -2 0 0 ,  
L a  fracc iôn  soluble fué obtenida con E D T A  3 mM en T r is  50 m M , p H  9 , 
120 ml de esta fraccion se concentra ron a 5 ml por u ltra filtrac ion  con 
filtro  D iaflo  X M - 5 0 .  E stos 5 ml con una concentracion de protem a de 
4 m g /m l,  fué introducido en una colum na de las  c a ra c te ris tic a s  d e s c rita s  
en M a te rla le s  y Métodos y las fracciones de 4 ml recog idas en un co lec  
to r B ekm an modelo 133 A  y ensayadas para  p ro te înas  # - •  •# ; A T P a s a  
en p re s e n c ia  de t r i p s i n a ^ — y A T P a s a  en ausencia de tripsina A — A ,
129.
L a s  fracc îones 3 7 -5 3  que tîenen la m éxim a activ idad  eluida  
de la columna de S e p h ad e x  se han concentrado con m em brana D ia ­
flo de A m i con X M -5 0  y se  han pasado por una columna de S e p h a -  
ro s a  4 B  equ ilib rad a  con el mismo tampôn y de las c a ra c te ris tic a s  que  
se indican en M a té ria le s  y M étodos. L o s  resu ltados de la F ig .  19 de 
m uestran  que hay un m âxim o de p ro tem a que coincide con el m axim o  
de actividad en zim atica , y que la en z im a  a p a re c e  purificada unas 16 
v e c e s , si hem os de fijatrnos en su actividad m edida después de la élu  
c io n .
E l com porta mien to de la A T P a s a  a tra v é s  del S ep h ad ex  
G -2 0 0  nos sum în is tra  algunos p a ra m e tro s  de utilidad p a ra  el co n o c i- 
miento de la p ro te m a . E l volum en re la tiv e  de elucion V e /V o  = 1 , 30  
y el coeficiente de partic îon K d  = 0 , 1 2  son una buena confirm acîon  
del estado soluble de la A T P a s a  y nos p er mi ten d e te rm in e r un peso  
m o lecu la r aprox im ado de 300000 o ligeram ente s u p e r io r , calculado de 
a cu erd o  con la re lac îén  exp erim enta l de D e te rm an n  y co l. ( 1 6 9 ) .  P e  
SOS m olecu lares  de 350 000 t  30 000 ( 118)  y 400 000 ( i l l )  ya han 
sido propuestos p a ra  o tra s  A T P a s a s  solubles de E .c o l i . E v a n s  ( 146 )  
ha sugerido un peso m o lecu la r de 100 000 p a ra  A T P a s a  de E  .co li 
solubilizada con dodecil sulfato s o d ic o . E s te  peso m olecu lar tan bajo 
es probablem ente una consecuencia del poder disociativo del detergen  
te empleado en la so lub ilizacîon . U n  peso m o lecu la r com prendido e n ­
tre  300 000 y 350 000 esté de acu erd o  con los pesos m o lecu lares  de  
o tra s  A T P a s a s  de distintos organism ios ( 170,  171,  172 ) .
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F ig ,  19 -  P a r f i l  de elucion de A T P a s a  a tra v é s  de colum na de S e p h a -  
ro s a  4 B  de c a ra c te rfs tic a s  descritas  en M a te rla le s  y M étodos, L a  co ­
lum na fué c a rg a d a  con 3 ,6  mg de A T P a s a  purificad a en S ep h ad ex  G -2 0 0  
concentrada con m em brana Diaflo X M -5 0  en 2 ml de tam pon. S e  reco g îe  
ron fraccîones de 3 ,7  ml y se ensayaron  p ara  protefna y A T P a s a :
ù —  A con trip s in a ; A — ' A sin trip s în a .
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A n a lis îs  e lec trp fo ré tico  de la A T P a s a
E l estudio e le c tro forético de los distintos estados en que se
en c u en tra  la enzim a (e x tra c to  c ru d o , eluido de S e p h a d e x , eluido de
S e p h a ro s a ) p rése n ta  s é r ia s  dificultades como consecuencia de la g ra n
Inestabilidad de la enzim a una vez d isocîada de la m e m b ra n a . E le c tro
fo re s is  en gel del extracto  crudo m ostré  5 o 6 bandas de p ro te in a ,
a p a rté  de c ie r ta  cantidad de m ateria l protéîco que p erm an ece  reten ida
»
en la cima del g e l. Cuando el gel se  ca rg a  con grandes cahtidades  
de protefna (1 5 0 -2 0 0  g) ap arecen  o tra s  bandas como constituyentes  
de la fracciôn soluble de la A T P a s a .  D e  todas estas bandas solo 
las m arcadas con los n u m éro s  2 y 3 de la F ig .  20 , co rresp o n d en  a 
A T P a s a ,  como lo dem uestra  la tincion de activ idad  en g e les  c o rr id o s  
sîm ultâneam ente p a ra  activ idad  y p ro te fn a . E n  cua lqu ier caso  la m is ­
ma banda de A T P a s a  a p a re c e  como el com ponente m a y o rita rio  de 
las proteînas p résen tes  en el gel, lo que es indicative de una so lu b ï-  
lîzac îôn  real men te se lectîva de la A T P a s a .  L a  movilîdad de esta ban  
d a , es sem ejante a la m ovilidad de !a A T P a s a  de M ic ro co ccu s  lyso -  
deikticus ( 171)  y una vez  mas con firm a el c a r a c te r  soluble de la e n ­
z im a .
E l anâ lis is  de fracciôn  purificad a  tan to p o r c rom atogra ffa  
en S ep h ad ex  G -2 0 0  como en S e p h a ro s a  4 B , da en todos los casos  
dos bandas n e ta s , como se ve en la F ig .  2 0 , b .  C antidades grandes  
de protefna en el gel pueden d a r lu g a r a la ap aric iô n  de agregados  
de elevado peso m olecular y bandas de m ovilîdad mas ra p id a  que la
Fig, 20 -  Electroforesls en geles de pollacrllamlda de A T P a s a  da S.#.S9iL 
â  fraccl6n soluble con E D T A  3 mM en T r is  50 mM pH 9 , y fe fraccl6n 
purlflcada en Sephadex G -2 0 0 . En ambas fracclones el gel de la Izqulerda 
esté tenldo para protefnas y el de la derecha para actlvldad enzimética. •  
Las bandas de protefna estén enumeradas de manor a mayor movllldad.
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e n z im a  ac tiva , en especial s i se tnata de A T P a s a  que ha pasado la r  
go tîempo al es  ta do so lub le . C re e m o s  que la p r im e ra  banda c o r r e s ­
ponde a la en z im a  nativa pu es  to que es como pro te ina la m as im p o r­
tante y cinéticam ente la m as ac tiva , en tanto que la segunda a p a re c e  
com o el resultado de una transfo rm aciôn  de la p r im e ra . E l analisis  
de actividad enzîm atica  rep resen tad o  en el gel de la d e rec h a  de la 
mi s ma figura m anîfiesta una g ran  activ idad p a ra  la p r im e ra  banda, pe 
ro  mu y escasa p a ra  lâ segunda. D e  hecho e x tr a d o s  c ru d o s  recién  
p re p a ra d o s  m uestran  una notable p re p o n d e ra n c ia  de la p r im e ra  banda 
s o b re  la segunda; situaciôn que llega a în v e r t irs e  con el tran scu rso  
del tiem po. U n a  situacion total mente sem ejante acontece con las f r a c -  
ciones purifîcadas tanto p o r lo que resp ecta  a la actividad enzîm atica  
como a la cantidad de p ro te in a .
D e  acu erd o  con los c r îte r io s  de purificac iôn  de en zim as , 
c re e m o s  que la A T P a s a  de E  .co li K  12 ha sido p u rîficad a . E l e n r i
quecim iento de 16 veces no es mas que a p a re n te . L a  purificac iôn  re a l  
se m anifiesta m uy s u p e r io r . L a  causa de esta d iscrep an c îa  rad ica  en  
la inestabilîdad de la en z im a  una v e z  disociada de la m em brana b a c -  
te r ia n a . M anîpulacîones p o s te rio re s  con la fra c c îô n  soluble y purîficad a  
encam inadas a e s ta b iliz a r  la p ro te in a , rin d ie ro n  cotas de purificaciôn  
s u p e rio re s  a 30 v e c e s . E s tos  resu ltados g u ard an  una p e rfec ta  r e la -  
cion con las pequehas m e jo ra s  lo g rad as  en la estabilidad de la e n z i­
m a . E n  consecuencia podem os a f irm a r  que la actividad especifica de 
la enzim a p u rîfic a d a , re f le ja  solo la actividad de una p arte  de esa e n -
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z îm a  que todavia se m antîene como protefna cinética m ente nativa , 
m ien tras  que o tra  p a rte  de ella determ inab le  como pro tefna ya ha 
perd ido  su capacidad h id ro iftîca . D e  hecho, cuando practicam ente  
toda la enzim a se ha reducido  a la segunda banda, la actividad en  
zim atica  en tubo es dificilm ente detectab le , ignorâm es si la actividad  
m ostrada en geles p o r la segunda banda de A T P a s a  es  exp res ién  
de una v e rd a d e ra  h id rô lis is  o m as bien es el resultado de fijacién  
de sustrato durante e l*tiem p o  de re a c c iô n . L a  evidencia de que la 
A T P a s a  a r r a s t r e  consigo nucleotides ligados ya ha sido p ré s e n ta -  
da en o tros o rgan ism es y no puede s e r  exc lu ida  a p r io r i  en n u e s -  
tro  s is te ma .
C in é tica  de la A T P a s a  de E . coli
Y a  conocem os algunas c a ra c te rfs tic a s  de la A T P a s a  de 
H . coli : S u  estim ulaciôn p o r tr ip s în a , su estabilidad en la form a so 
lu b ie , c îe rto s  aspectos m o le c u la re s , condiciones ôptimas de solubiJl 
zacîôn y o t r a s .  B asados en la in te resan te  funciôn que la A T P a s a  
debe desem pehar en el m îcro organ ism o v iv o , como puede s e r  s fn -  
tesis  de A T P  en a e ro b lo s is , feném eno de tra n s p o rte , p rocesos  que  
utilizan  e n e rg fa , por una p a rte , y en el com po rta  mien to d ife rencia l 
de la enzim a cuando se  encuentra  unida a la m em brana y cuando se  
ha extraido de e lla , p o r  o tra , nos hemos în teresado p o r su compoj2 
ta mi en to c in é tic o . L a  c inética  de la A T P a s a  ha sido estudiada en 
sus dos fo rm a s  ya conocîdas: A T P a s a  unida a la m em brana y 
A T P a s a  soluble con E D T A  3 mM en T r is  50 m M , pH  9 . Debido a
133.
su notable inestabilîdad no se ha estudiado la cinética de la p ro te ina  p u -  
r ificad a  ya que re q u e r îr ia  p u rific a r  enzim a p a ra  cada e x p erien c ia  p a r t iJ  
c u la r . P o r  esta m isma ra z é n , todos los ensayos que se han hecho con 
la fraccién soluble han tmido lu g ar dentro de un tiempo in fe rio r  a una  
h o r a , a p a r t ir  del* mo men to en que se p ré p a ré  la enzim a soluble, y du 
ra n te  este c o r  to tiempo la A T P a s a  se ha mantenido en las condiciones  
éptim as de estabilidad que has ta a h o ra  conocem os. C on esto c re e m o s  
h a b e r estudiado la A T Ç ’asa  soluble en su m e jo r estado de actividad en 
z im a tic a .
L a  determ inacion de la actividad A T P â s ic a  en los estudios  
de cinética se efectuô tal como se describe  en M a te ria les  y M é to d o s , 
teniendo p re s e n ts  la necesidad de p re c is a r  en cada caso el tiempo r e  
querîdo  p a ra  m edir velocidades in ic ia les .
C o n  objeto de lle g a r a co m p ren d sr el m ecanism o de acc îon
de la trîpsina hemos efectuado todas las e xp erien c ia s  en p resen c îa  y
en ausencia de la p ro te a s a , tanto de la A T P a s a  ligada a la m em brana  
com o de la enzim a en su estado so lub le .
S a lv o  casos muy ra ro s  que se a d v e rtîra n  o p o rtu n a m e n te , la 
activ idad de la A T P a s a  ven dra  dada como activ idad especffica en Jxmo 
les de P i lib e r  ad o /m in u to /m g  de p ro te fna .
E fecto  d% la conçentracion de A T P a s a  en la velocidad de reaccion
S e  admits com o princip io  general que doble num éro  de m olé
cu las  de una enzim a tra n s fo rm a râ n  un num éro doble de m oléculas de
sustrato  ( 1 7 3 ) .  E s  d e c ir  que la velocidad de reaccion en funcion de
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la concentracîén  de enzim a es p e rfe c ta  mente lin ea l. Y  si bien este  es  
el caso mas com ûn, ex isten  m ultiples causas que impîden esta l in e a r i -  
d ad ; orîg înando cu rvas  de muy d iv e rs e s  tipo s . L a  F ig .  21 m uestra  
el efecto de la concentracién  de A T P a s a  unida a la m em brana  de 
E . coli so b re  la actividad e n z im a tic a . En cu a lq u ie ra  de los caso s , (a u ­
sen c ia  de tr ip s in a , p re s e n c ia  de trip s în a  en concentracion  constante o 
en concentracién  c rec îen te  a p a r t ir  de una dada cantidad de p ro te fn a)  
observam os linearidad  eolo  a bajas concentraciones de en z im a . E n tr e  
100 y 150y .g  de protefna de m em brana las g râ fic a s  com îenzan  a d o -  
b la rs e  hacîa abajo indîcando una reduccîén  notable de la A T P a s a  en  
su capacidad h id ro iftîca . E s ta  dism inuciôn es  muy a p re c ia b le  en a c tL  
vîdades ensayadas en ausencia de trip s in a , q u izés  un poco menos a 
concentracion constante de trip s in a , y c la ram en te  paliada cuando la 
concentracion de p ro teasa  se increm enta  p ara le lam ente  a la de p ro te f  
na de m em b ran a .
E s to s  resu ltados ad mi ten in te rp re tac io n es  desde distintos pun 
to s de vis ta , aunque con d iversos  g rades de v e r is im ilitu d .
L a  posîbîlidad de que nu estro  método de ensayo de activ idad  
no sea vâlido a al tas co n cen trac io n es  de e n z im a , no p a re c e  p ro b a b le .
S i  bien es c ie rto  que todo método co lo rim é trico  p ierde sensib ilidad a 
altas  concentraciones del c o lo ran te , no lo es menos que nosotros he­
mos operado a tiempo s suficiente m ente c o r to s , no s6lo con el fin de 
m ed ir velocidades in ic ia les  sino tam bién con el propésito de e v îta r com ple  
jos tosfomolibdicos de a lta  densidad ép lica . E s ta  posîble in te rp re tac îo n
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F ig ,  21 -  C u r  va  de velocidad  de la A T P a s a  unida a la m em brana en  
funcî6n de la concentracion de p ro te fn a , L a  actividad fué ensayada co  
mo se indicô en M a te ria les  y Mé todos. L a  protefna del medio de r e ­
acciôn esta re fe r id a  a protefna total de m em b ran a . L a  velocidad se  
ha determ înado: 0 ~ 0  en ausencia de tripsina; #— # en p resen c ia  de 
la concentraciôn norm al de trips îna; ■ — ■ e n 'p re s e n c ia  de una canti­
dad de tripsina igual a la de protefna total en el medio de ensayo.
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c re e m o s  que no explica el cambîo de lin earid ad  en la velocidad e n z î­
m atica .
L a  falta de p ro p o rc îo n a lid ad  en tre  la velocidad y la co n cen ­
trac io n  de en zim a se puede a tr ib u ir  a un agotam îento p a rc îa l del s u s ­
tra to . N o  es del todo im posible que esto baya o c u rr id o ; ah o ra  b ie n , 
teniendo en cuenta que nosotros ponem os 4 ^ im o les  de A T P  en el me 
dîo de reacc iô n  y que en el m ejo r de los caso s  sôlo se habia h id ro ]| 
zado 1 ^ m o l en presen'cia de 150 y&g de p ro tefna  de m em b ran a , no -  
p a re c e  p ro b ab le  que la cantidad de enzim a p résen te  c a re z c a  del sus  
tra to  n ec esario  para  a c tu a r  a ve locidad  m a x im a . C antidades de s u s ­
tra to  com prendidas e n tre  2 y 4 ^/unoles de A T P  en medio de re a c c iô n  
estan  muy p rô x im as  a una concentraciôn ôptim a de sustrato  p ara  con 
cen trac iones de protefna de m em brana c e rc a n a s  a 100 en medio  
de reac c iô n . N o  obstante, esta posibilidad no debe e x c lu îrs e  total men  
t e .
C o m o  tendre mos ocasiôn de com entar mas ta rd e , los p r o -  
ductos finales de la h îd rô lis is  del A T P  son inh ib idores de la reacc iô n  
enzîm atica que los o n ig in a . E ste  hecho puede s e r  el responsable de 
la pêrdîda de p roporc îona lidad  e n tre  la ve locidad  de reacc iô n  y la con 
centracîôn de enzim a. C o d a  mol de A T P  p ro d u ce  dos moles de p ro -  
ductos finales que estén com pitîendo p o r la enzim a con el su s tra to . E s  
te efecto p o r sf solo es de gran  im portancia cuando la velocidad de 
reacc iôn  es e ievad a , com o sucede a altas con cen trac iones de e n z im a .
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L a  aparic îôn rap îda de los pnoductos finales en el medio de ensayo  
inà fnenando p ro g res ivam en te  la velocidad de re a c c iô n , llegando a in 
f lu ir  en la linearidad  del p ro c e s o , C re e e m o s  que la acc iôn  inh ib idora  
de los productos de la reacciôn puede s e r  la responsable  ûnîca de la 
ca id a  de lin e a rid a d . Y  en todo caso  este efecto asociado con el a g o -  
tamiento p a rc ia l de su s tra to  dan ra z ô n  sa tis fac to ria  de que la velocidad  
de la A T P a s a  asociada a la m em brana no s ea  lineal al au men ta r  la 
cantidad de en z im a . '
O tro  aspecto distinto es el que nos re lac iona la concentraciôn  
de tripsina con la de A T P a s a  ligada a la m em b ran a . L a  grafica  tam ­
bién se c u rv a  hacia abajo pero m enos que en los de ma s cas o s . U n a  
explicaciôn inm ediata e s ta r ia  en c o n s id e ra r  insufîciente la concentraciôn  
de tripsina que habituai mente se u tilîz a , cuando se va increm entando  
la cantidad de proteina de m em b ran a . D e hecho la concentraciôn de 
trips îna  tiene un ôptîm o, p o r debajo del cual su capacidad de estim uia  
ciôn determ înada como actividad A T P â s ic a ,  esta  d ism înuida.
L a  F ig .  22 e x p re s a  el com porta mi en to de la actividad de la 
A T P a s a  soluble trente a concentraciones c re c ie n te s  de la misma e n ^  
m a . Una v e z  mas la velocidad de reacciôn  es lineal a bajas concen­
trac iones de A T P a s a  y se curva  p o r  encim a de 40 a 50 ,4g de p ro te î 
na total so lub le .
L a s  in terp re tac iones que se pueden o fre c e r  de estos hechos  
coinciden esencialm ente con las expuestas p a ra  el caso de A T P a s a
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F ig .  22 -  V e lo c id ad  de la A T P a s a  soluble con E D T A  3 mM en T r is  
50 m M , pH  9 en funcî6n de la concentraciôn de p ro te ina . E s ta  p ro te f  
na v ien e  exp resad a  como protefna total so lub llizada . Como en la g ré fî 
ca a n te r io r , 0 — O actividad en ausencia de trip s in a ; en p re s e n ­
cia de tripsina; #  con cantidades crec ien tes  de tripsîna dobles 
que las  de protefna total.
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asociada a la m e m b ra n a . E l agotam îento de sustrato  que aqui p o d rfa  
s e r  mas c ritîc o  ya que la enzim a soluble tiene m ayor activ idad  que la 
unida a la m em b ran a , ha sido c o n tra rre s ta d o  perm îtiendo un tiempo de  
reac c iô n  de sôlo 3 m in . C on esto la cantidad de A T P  h id ro lizad a  en  
m u estras  con SO i^Xg de proteina soluble no llegaba a la cu a rta  p a rte  
del sustrato puesto en el medio de reacciôn ; situaciôn sem ejante e in 
cluso  m ejor que la re fe r id a  a A T P a s a  de m em b ran a . A  p e s a r de to 
do no puede d e s c a rta rS e  que el agotamîento p arc ia l de sustrato  sea  
un factor im p o rta n te  en la caida de lin e a rid a d , en esp ecia l teniendo  
p résen te  que los productos finales son inh ib idores com petitivos de la 
reacc iô n  y p o r lo tanto p ractica  men te estan dism înuyendo la concen­
trac iô n  rea l de sustrato en el medio de re a c c iô n .
U n  aspecto nuevo de la fraccîôn soluble es que el au men to 
de tripsina propo rc iona l al de enzim a soluble, no tiene efecto alguno  
en la velocidad de re a c c iô n . L a  exp erien c ia  con cantidad de trips ina  
constante y la efectuada con cantidades c re c ie n te s  de la p ro teasa  c o ­
inciden total mente dentro  del inter va  lo com prendido en la F ig .  2 2 . S in  
em b arg o , p a ra  concentraciones de proteina soluble del o rd en  de 300
a 340 a g p o r tubo de en s ayo , ex is te  una notable d ife ren c ia  en tre  las
/
m u estras  que tienen trîp s in a  a la concentraciôn norm al y las que la 
tienen a una concentraciôn équivalente a la de la A T P a s a  soluble.
E s to s  resu ltados estan îndicando que la concentraciôn de tr î£  
sina  em pleada habituai m ente es suficiente p a ra  m antener una m axim a
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estim ulacîôn dentro del rango de con cen trac iones de A T P a s a  so lu b le , 
estudiado en la F ig . 2 2 , lo que no sucede p a ra  las Jnîsm as concen­
trac iones de A T P a s a  asociada a la m em brana ni para  concentrac iones  
mue ho m ayo re s  de la fracc iôn  s o lu b le . L a  explicaciôn es  évidente te ­
niendo en cuenta que la tripsina no tiene especificidad p a ra  la A T P a s a  
ni o tra s  p ro te in as  d e term in ad as; su acciôn es  general y tanto m enos  
res trin g id a  cuantîtativam ente a la A T P a s a  cuanto m ayor sea la p ro p o r  
ciôn de o tra s  proteinas* p résen tes  al mismo tiem po. P o r  esta razô n  la  
A T P a s a  unida a la m em brana necesita  mas tripsîna que la soluble p a ­
ra  conseguir un mismo efecto es tim u lad o r, ya que la p resen c ia  de las  
o tra s  p ro te înas de m em brana  esta restando una notable cantidad de tr î£  
sina que no puede s e r  utilizada p o r  la A T P a s a .
R elaciôn e n tre  la co n cen trac iôn de y A T P  para una actividad
enzîm atica ôptim a.
S o n  am pliam ente conocidos los requerim îen to s  de muchas en 
z îm a s  p ara  cationes m onovalentes y sobre todo d iva len tes . A T P a s a s  
de o rgan ism es s u p e rio re s  como de m itocondrias (164)  necesîtan  
p a ra  su activ id ad ; A T P a s a s  de c loroplastos ( 137 )  y reticu lo  s a r c o -  
plésm îco ( 1 7 4 )  son ac tivas  en p re s e n c ia  de îones C a ^ ^ ; A T P a s a s  
bacterîanas como la de M îc ro co ccu s  lyspdeikticus (138)  son e se n c ia l­
m ente activadas por iones C a ^ ^ , o tra s  como la de B ac illu s  m egaterîum  
( 1 6 7 )  p a rec en  no te n e r una especial p re fe re n c ia  por C a ^ ^  ô Mg^*^; por 
ultimo la A T P a s a  de S trep to co c cu s  faeca lis .('175 ) y la de E . coli ( 1 7 2 )
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04 -
son dependientes de M g^ p ara  su activ idad , a I menos a p H  tis io lô -  
gico puesto que a pH  altos también el C a2+  a p a re c e  com o a c tiv a d o r.
A  la vista de estos resu ltados necesitabam os s a b e r  cua les
2+e ra n  los req u erim ien to s  de la A T P a s a  de E . coli p ara  el cation M g
en sus dos fo rm a s , unida a la m em brana y s o lu b le ,y cual la re lac iô n
de la concentraciôn de este ion con la concentraciôn de A T P  en el
m edio de re a c c iô n . L a  fig . 23 re p ré s e n ta  una curva  de saturac iôn  
0+ '
de Mg p a ra  una concentraciôn de A T P  constante . E l A T P  fué con  
s erv ad o  en todas las e x p erien c ia s  igual a 8 m M .
E n  ausencia de Mg la actividad enzîm atica es  idetectable, 
al menos em pleando los tiempos norm ales  de reac c iô n . C o n c e n tra c io ­
n es  c rec ien tes  de M g^^ determ înan un répido au men to de la actividad  
hasta a lc a n z a r un m axim a a concentraciôn 4 m M . A  p a r t ir  de ese  ôjg
timo las activ idades dism înuyen de nuevo in in terrum pidam ente  como una
2+respuesta  a las concentraciones de Mg que van en aum ento. T o d o  in 
dica que la re laciôn M g ^ ^ /A T P  tiene un ôptimo que coincide con el va  
lo r  de 1 / 2 .  y ello con independencia de que la actividad medida c o r r e s  
ponda a A T P a s a  unida a m em branas con tr ip s in a  o sin e lla , o a la 
A T P a s a  soluble en îdénticas condic iones.
o ^
U n a  concentraciôn de un mol de M g por dos de A T P  p a ­
re c e  exp re sa  r  la situaciôn mas ventajosa p a ra  una m ejo r actividad h i-
d ro litica  de la A T P a s a  de E .c o li en cua lqu iera  de los estados en que
se la ha estudiado.
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F ig .  23 -  lnhîbîcî6n p o r a ltas  concentraciones de l ib r e .  E l A T P
se mantuvo constante ( 8 m M )  para todas las concentraciones de 
0  — 0 A T P a s a  unida a m em branas ensayada sin trip s în a . §—# A T P a s a  
unida a m em branas determ înada con trips ina . wù — A A T P a s a  soluble  
ensayada sin trîp s in a . A  —A A T P a s a  soluble con tripsîna en el medio 
de reac c iô n .
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O tro  aspecto de g ran  im portancia que se desprende de  e s -
2+
ta e x p erien c ia  es que el Mg lib re  a a ltas  concentraciones se conviej2 
te en inh ib ido r de la actividad e n z im âtica . Inhibiciones del 78 y 60% pue 
den o b s e rv a rs e  p a ra  la fracciôn soluble m edia en ausencia  y p re s e n c ia  
de trips ina respect! va  m ente, cuando la concentraciôn  de Mg^'*’ e s  100 
m M ; e inhibiciones un poco m en o res  p a ra  la enzim a unida a la m em ­
b ra n a . E n  todo caso concentrac iones de M g^ iguales a las de A T P  
son suficientem ente indicativas del efecto inh ib idor del catiôn.
E l va lo r encontrado p a ra  la re la c iô n  M g^’^ / A T P  esté de -  
acuerdo con otros v a lo re s  que existen ya en la lite ra tu re  c îen tîfica . -  
L a  A T P a s a  m itocondrial ( 176)  re g is tra  su ôptima actividad cuando la 
relaciôn de m olaridad M g ^ ^ /A T P  vale 0 , 6 7  y E .c o l i  ( 112 ,  118)  cuan 
do vale 0 . 5 .  A c tiv id ad es  ôptim as en condiciones de equ im rjlaridad  en ­
tre  el catiôn y el A T P  han sido d escritas  p a ra  M icrococcus lyso d e ik t i-  
cus ( 138)  y S trep to co ccu s  faeca lîs  ( 1 7 5 ) ,  Ishida y c o l, ( 166)  e n c o n -  
tra ro n  una relaciôn v a ria b le  dependiendo del pH  a que tra b a jab an ,
Inhîbiciôn de A T P a s a  de E .c o l i  p o r altas concentrac iones de A T P  lib re ,
C o n  objeto de d e te rm in a r con m as precîs iôn el efecto del Mg^^ 
y del A T P  en la reac c iô n  de la A T P a s a  en todas sus fo rm as , hemos e la  
borado una exp erien c ia  en que se satura la enzim a con cantidades c re ­
cientes de A T P ,  m ien tras  la concentraciôn  de Mg "^*" perm anece in a lte ra d a , 
y la hem os com parado con o tra  en la cual la saturaciôn de la enzim a se 
hace con Mg^^ : A T P  en re lac iô n  1 : 2 ,  L o s  resu ltados pueden o b s e r -
I
o»
E
\
c
E
V.
£
co
o
o
E
3.2
2.4
0.8
20 40
[ATPj.mM
F ig .  24 -  Inhîbiciôn de A T P a s a  p o r altas concentraciones de A T P  
l ib r e ,  determ înada en ausencia de tr ip s in a . ^  —•  A ctiv idad enzim atî 
ca de A T P a s a  unida a m em branas a concentraciôn de constan
te , 4 m M , 0 — 0  A ctividad de A T P a s a  unida a m em branas a concen­
trac iôn  de M g^^ l / 2  de la de A T P .  A c tiv id ad  de A T P a s a  so­
luble a concentraciôn de Mg^"*" constante 4 m M . A - A  A ctiv idad  enzim a  
tica guardando la relaciôn M g ^ ^ A T P  igual a l / 2 .
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v a rs e  en la F ig ,  2 4 . P o r  encim a de una concentraciôn de A T P  8mM  
las g ra fic as  que tienen una concentraciôn  de M g^^ constante, 4 rrM , co ­
m îenzan a d e c a e r , signo évidente de un decrecîm iento  en su actividad  
en z im â tic a . L a s  dos res tan tes  con unar relaciôn M g ^ ^ /A T P  = l / 2  en 
todas sus co n cen trac io n es , mantienen constante la actividad aun a con­
cen trac io n es  de sustrato unas cinco v ec es  s u p e rio re s  al ôp tim o , T o d as  
las actividades de esta F ig .  24 estén efectuadas en ausencia de trip s in a .
9
L o s  resultados de esta exp erien c ia  de m uestran que concen­
trac io n es  de A T P  lib re  m as alla  de la relaciôn M g ^ ^ /A T P  = l / 2  r e ­
sultan inhib idoras de la activ idad  A T P a s ic a ,  tanto mas cuanto mas ele  
vada es la concentraciôn de A T P  l ib r e ,  no siendo exclusivo este corn 
portam iento de la A T P a s a  en su fo rm a soluble, ni de la unida a la 
m e m b ra n a . A m b a s  form as m uestran también ausencia  de inhîbiciôn  
cuando la re lac iôn  catiôn A T P  es ô p tim a , a c u a lq u ie r concentraciôn  
de s u s tra to .
L a  F ig ,  25 re p ré s e n ta  una exp erien c ia  total mente s im ila r a 
la F ig .  24 pero  efectuada con trips ina en el medio de re a c c iô n . De  
nuevo ne s encontram os con que p a ra  una concentraciôn de 4 mM
las c u rv a s  de saturac iôn  de A T P  m anifiestan una cl a ra  inclinacîôn h a­
cia abajo por enc im a de con cen trac iones  de A T P  8 a 10 m M , Esta
2+inclinacîôn de]a de e x is tir  con solo in c re m e n ta r las cantidades de Mg 
sim ultaneam ente con las de A T P  en una re laciôn de 1 a 2 , Todo incÿ. 
ca que también en p resen c îa  de trips ina  altas concentrac iones de A T P  
lib re  resultan inh ib idoras de la actividad enzîm atica de la A T P a s a  en
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F ig ,  25 -  Inhîbiciôn de la A T P a s a  por altas concentraciones de 
A T P  lib re , ensayada en p resencia  de trîp s in a , Actividad enzîm atica  
de A T P a s a :  Unida a m em branas a concentraciôn de 4
mM ; 0 - 0  U n ida a m em branas a re lac iôn  M g^‘*‘/ A T P  igual a l/2 * ,
A — à  Soluble a Mg^^ 4 m M ,  A —4  So lub le  a concentraciôn de Mg2+  
1 / 2  de la de A T P .
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todas las  form as estud îadas, m ientras que el M g^ ’y A T P = t  / 2  no se rhostro  
inh ib ido r en absolute aun a concentraciones bastante e le v a d a s .
N u e s tro s  resultados estén de acu erd o  con los de U lr ic h  en A T P ­
asa m itocondria l ( 176)  y con los de Ish ida y c o l. ( 166)  en A T P a s a
de B a c illu s  m eg ateriu m , en cuanto a la inhibicién p o r A T P  lib re , p e -
2+ro  d isienten de los de U lr ic h  en el aspecto de que nuestro Mg :A T P =
= 1 / 2  no es inh ib idor de la actividad en ningun c a s o .
C in é tic a  de sa tu rac iôn  de s u s tra to .
P res c în d ie n d o  de la n a tu ra leza  del v e rd a d e ro  sustrato de la A T P ­
a s a , incluim os bajo la denom inaciôn de sustrato al Mg y al A T P  en  
re lac iô n  1 :2  p o rq u e  ambos son indispensables en esa propo rc îôn  p a ra  
una ôptim a activ idad enzim a tic a .
D e  acuerdo  con la p receden te  a firm ac îô n , la F ig ,  26 m uestra la 
c u rv a  de satu rac iôn  de su s tra to  p a ra  la A T P a s a  de E .c o li  asociada  
a la m em brana tanto en ausencia  com o en p re s e n c ia  de tr ip s in a , L_a 
c u rv a  présenta  una form a tîpîca M ichaelîana en am bos ca s o s , que pue 
de in te rp re ta rs e  como indicio de independencia de sitios,
L a  F ig . 27 es la c u rv a  de satu rac iôn  de sustrato  p a ra  la A T P ­
asa en su estado soluble, ya determ înado sin tr îp s in a , ya con la p ro ­
teasa en el medio de en s ayo , E l aspecto de estas curvas  es muy d is ­
tinto del de las a n te r io re s . L a  form a sigmoide de las g râ fic as  im p lî- 
ca la existencia de in teracc îones en tre  las subunidades, in teracciones  
que deben s e r  de tipo c o o p era tive , denom inadas también efectos homo
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F îg ,  26 -  C u rv a  de saturaciôn de sustrato p a ra  la A T P a s a  aso
ciada a la m em b ran a , B a jo  la denom inaciôn de sustrato  se incluye
y A T P  en relaciôn l / 2 .  L a s  concentrac iones que figuran  en
absc îsas  estân re fe rid a s  al A T P ,  siendo las de Mg^^ mitad de e s tas , 
•  — •  Con tr îp s in a , 0 — 6  S in  trip s in a .
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P ig ,  27 -  S a tu rac iô n  de sustrato de la A T P a s a  solubllizada con
E D T A  3 mM en T r is  50 mM pH  9 ,  A l îguaî que en la F ig ,  a n te r io r
las concentraciones de sustra to  que aparecen  en la grafica responden
a las  cantidades rea les  de A T P ,  L a  concentraciôn de M g^^ es l / 2  
de la de A T P C o n  trips ina . o  —D Sin tr ip s in a .
145.
C a b e  re s a lta r  la d ife rencia  de com portam iento c inético  en ­
tre  la enzim a asociada a la m em brana y la so lub llizada , C o n firm ac ién  
de p rop iedades a lo tôp icas, esta d ife re n c ia  puede s e r  el re fle jo  de r e -  
gulaciones im puestas p o r el ambiente de la m em b ran a , conducentes a 
m an ten er el eq u ilib rio  d en tro  de las prop iedades m ultifuncionales de la 
A T P a s a ,
L a s  re p res en tac io n es  d ire c ta s  de velocidad  tren te  a con ce n 
tra c ié n  del s u s tra to , tanto en su fo rm a  fiiperbo lica  como sigm oide, -  
o fre c e  una va lo rac io n  cuantitatîva de p a râm e tro s  cînéticos m uy escasa  
e in s e g u ra , P o r  esta ra zô n  han ap a re c id o  o tro s  método s de ca lcu le r  
la K m  y la V m  de g en era l in te ré s , e n tre  los que m erece especial re  
levanc ia  el de L in e w e a v e r -B u r k  (1 7 8 )  ,
L a  F ig ,  28 m u estra  la rep res en tac iô n  doblem ente re c îp ro c a  
de la A T P a s a  asociada a la m e m b ra n a . L a  activ idad ha sido medida 
en p resen c îa  y ausencia de trip s în a , como se indica en la F îg ,  , 
L a s  V m s  ca leu lad as segûn este método  ^ a r ro ja n  unos v a lo re s  de 1 ,6  
p a ra  la enzim a ensayada en ausencia de trip s in a , y de 2 ,4  p ara  la
A T P a s a  determ înada con tripsîna en el medîo de re a c c iô n , S in  em ­
b a rg o  la K m  cuyo va lo r ûnico es de 2 ,5  m M , no m uestra ninguna dî
fe re n c ia  por el hecho de que la trip s în a  esté p résen te  o no en el me,
dîo de re a c c iô n , Com o consecuencia m as obvia se sîgue que la acciôn  
de la trîpsina no a lte ra  la afinidad del sustrato p o r la A T P a s a  porque  
no hace v a r ie r  la K m  p a ra  dicho s u s tra to .
1,5
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F îg ,  28 -  R epresen tac iôn  de L in e w e a v e r -B u rk  p a ra  la A T P a s a  
unida a la m em b ran a . E n  la concentracion de sustra to  incluim os  
A T P  y en relaciôn 2 / l ,  ♦  A T P a s a  determ înada en
p re s e n c ia  de trip s in a; 0 **0 A T P a s a  ensayada en ausencia de 
tr ip s in a .
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N o obstante la velocidad de hidnolisis a p a re ce  fuertem ente in 
e r e  men ta d a , lo que im plica el correspond ien te  aumento de la constante  
de velocidad en el sentido de ro tu ra  del comp le jo e n z im a-su s  trato en 
sus respectives  productos fina les .
L a  F ig ,  29 m u es tra  la rep res en tac iô n  de L in e w e a v e r -B u rk
p a ra  la A T P a s a  de E ,c o l i  en su estado so lub le , Como consecuencia
de la form a sigm oidal de las represen tac io n es  d ire c ta s , estas  g ra fic a s
»
de dobles re c fp ro c a s  p rese n ta n  una m arcada c u rv a tu ra  hacia a r r ib a .
L a  determ inacion de los p a ra m è tre s  c inétîcos, en tal caso , o frece  a l ­
gunas dificultades debido a la inseguridad  de o p e r a r  en una zona de |î 
n e a rid a d  p ro b a d a , A  p e s a r  de estos inconvenientes creem o s  que los 
v a lo re s  o frec idos aquT son bastante garan tfa  ya que coinciden con o tro s  
hallados por nosotros en d iferentes ocasiones y con distintos método s 
de va loracion  de actividad e n z im âtica , Adm îtiendo una razo n ab le  lin ea ­
rid a d  p ara  las c u rva s  a a ltas concentraciones de su s tra to , los v a lo re s  
de los V m s son de 4 p a ra  la fraccion  soluble ensayada sin tripsina y 
de 6 ,6  p ara  la misma en zim a  medida en p rese n c ia  de tr ip s in a .
L a  K m  o ^ S o , 5 j  exp re sad a  como concentraciôn  de sustrato  
a un 50% de sa tu rac iô n , nos diô un v a lo r  ûnîco de 1 ,2  m M , S u p o n ie n -  
d o , p o r la fo rm a de la c u r v a , que la enzim a tiene mas de un sitîo de 
in teracc iôn  con el s u s tra to , es d e c ir ,  que cada mol ecu la de enzim a in 
te racc io n a  con mas de una molécula de su s tra to , la K m  es el producto  
de los n constantes de d isociaciôn o de M ichaelis  p ara  los distintos p a -  
S O S  separados de fijaciôn.
[S]
F îg .  29 -  R ep resen tac iô n  de L in e w e a v e r -B u rk  p a ra  la A T P a s a  
s o lu b le , # — # A ctiv idad determ înada en p rese n c ia  de trip s in a ;  
0 - 0  A ctiv id ad  en ausencia  de tr îp s in a .
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U na v e z  mas hem os de a d v e rtin  que la tripsina cuyo m eca­
nism o de accion descono ce mos no tiene ningun efecto s o b re  la afin idad  
del sustrato p o r la A T P a s a ,  S u  acc ion  contem plada desde este pun to 
de v is ta  cinético no tiene m as respu esta  que el aumento de una con s­
tante de velocidad que se traduce en un m ayor rendim iento de produ c  
to s fina les .
Un aspecto a d e s ta c a r es la d ife rencia  de v a lo re s  p a ra  la
9
K m  en los dos estados estud iados. A un a concîencia de esta pequeha  
d ife re n c ia , c o r  ta pero  desta cable en todas las p re p a ra c io n e s  en que 
se com paran am bos estados de la e n z im a , c re e m o s  que la afinidad  
en tre  el sustrato  y la A T P a s a  es m ayo r al estado soluble que unida 
a la m em b ran a . E s ta  firm aciôn  v e n d ria  a c o r ro b o re r  la ya notable 
fe re n c ia  de com porta  mi en to cinético resehada en el p é rra fo  a n te r io r ,  
C onclusiones que com ienzan a ab o g ar p o r un m ecanism o de accion de 
la A T P a s a  soluble netam ente distinto del em pleado por la enzim a unida  
a la m em b ran a ,
C o efic ien tes  de in teracc iôn  de la A T P a s a  de E . coli
U na de las técn icas mas u tiles y em pleadas p a ra  obtener in 
form aciôn  a c e rc a  del p ro c e s o  de uniôn del sus tra to  con la en z im a , se  
debe a H ill ( 1 79 )  quien la aplicô p o r vez p r im e ra  a la c u rv a  de fija ­
ciôn del oxigeno a la hem oglobina. D e  acuerdo con la ecuaciôn de H i l l , 
una funcion de la fracciôn  de sitios ocupados re p res en tad a  trente a la 
concentraciôn de su s tra to , o de otro  ligando, puede d a r una curva  s ig ­
m o id e , pero aun en este c a s o , el log, de esa funcion tre n te  al log [ S }
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o de otno lig an d o , dan lu g a r a una linea re c ta . L a  pendiente de esta  
re c ta  tiene un notable v a lo r  inform ativo para  co n o c e r el m ecanism o  
p o r el cual el ligando se fija a la e n z im a .
L a  F ig ,  30 m u estra  la rep res en tac io n  de Hill de la A T P a s a  
de E . c o li. L a s  dos re c ta s  in fe rio re s  responden a la enzim a ligada a 
la m em b ran a , ensayada con tripsina y sin e lla , m ientras que las dos 
g ra fic a s  s u p e rio re s  fueron obtenidas con la A T P a s a  soluble medida en 
las mis mas condiciones que la unida a la m em b ran a ,
S eg u n  estos resu ltad o s , la A T P a s a  asociada a la m em brana  
b ac te rian a  tiene un coef, de H ill de 0 , 9 2 ,  Ten iendo  en cuenta que e s ­
te coeficiente re p ré s e n ta  una corri:>inaci6n del num éro  de sitios y de la 
fu e rz a  de in te racc ion  e n tre  e llo s , su v a lo r  debe in te rp re ta rs e  como el 
m inim o num éro de sitios ocupados. U n  coeficiente proxim o a la unidad  
es indicative de una total independencia de s itio s , pero no significa que  
exis ta  un solo s itio . L a  com paracion  del coef, de Hill con el num éro  
total de sitios, cuando se conocen, nos ofrecen una medida de la coo­
p é ra  tiv idad, que s e ra  tan to m ayor cuanto mas p ro x i mos estén estos dos 
va lo r e s ,
E l coeficiente de 0 , 9 2  que nosotros encontram os p a ra  la 
A T P a s a  unida a m em branas nos s u g ie re  que los diferente sitios de 
la e n z im a , no in teracc ionan  entre  s i ,  o que q u izas  in teraccionen a n ti-  
cooperativam ente si co n sid érâm es que el v a lo r de 0 , 9 2  esta bastante 
ale jado  de la unidad^ E s ta  conclusion valida igualm ente p a ra  la enzim a
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F ig ,  30 -  R epresen tac ion  de H ill de la A T P a s a  de E ,c o l i . L a  n e la - 
cion M g^ ’^ /A T P  se mantuvo en su ôptimo en todas las e x p e rîe n c îa s .
L a  enzim a unida a la m em brana da un coeficiente de Hill de 0 , 9 2  
tanto ensayada en p resen c ia  # , como en ausencia de trips ina  0 —0 .
S în  em bargo la A T P a s a  soluble p résen ta  dos coefîcîentes distîntos, uno 
de 1 . 8 7  por debajo del pun to medio de la cu rva  de saturacion y otro  
de 0 . 9 8  por encîm a de dicho punto. E n sayad a  con trips ina en
el m edio de re a c c io n ; A — A sin trips ina  en un ensayo.
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en sayad a  con trips ina  y sin  e lla , esta  de acu erdo  con los resu ltados  
presen tados con a n te r io r id a d .
L a s  g ra ficas  s u p e rio re s  de la F ig .  30 se re fie re n  al coe f. 
de H ill para  la A T P a s a  so lub le . O b s e rv a  mos un coef. de 1 . 8 7  p a ra  
bajas  concentraciones de sustrato  y o tro  de 0 . 9 8  p ara  las c o n c e n tra -  
c iones s u p e r io re s . E l punto de cam bio de pendiente c o rres p o n d e  a p ro  
xim adam ente al 50% de satu rac ion  de su s tra to .
L a  in te rp re tac îo n  de estos datos no es inm ediata . U n coe f. 
de H ill de 1 . 8 7  supone in teraccion  de sitios, exp re sad a  como una 
cooperativ idad  positiva e n tre  ellos y uno de 0 , 9 8  indica independencia  
de s itio s , A h o ra  bien la p resen c ia  de dos coeficîentes de H ill distintos  
p a ra  un mîsmo sustrato es algo poco fre cu en te . D e  acuerdo  con C o o k  
y K osh iand  ( 1 80 )  podemos suponer que la union de la p r im e ra  m o lé -  
cula de sustrato a la enzim a facilita la union p a ra  una segunda y asf 
s u c es ivam en te , dando lu g a r a una cooperativ idad  positiva re fle jada  en  
el coeficiente de 1 , 8 7 ;  p e ro  esto no tendria  lu g a r en to do s los sitios 
de la en z im a, A  p a rt ir  de un deierrninado num éro  de sitios ocupados, 
la union de cada nueva m olécula de sustrato s é r ia  dificultada por la 
fijacion de la a n te r io r , lo que o cas io n arfa  una cooperativ idad  negative  
o an tico o p era tiv id ad , T am p o co  debe e xc lu îrse  la posibilidad de que a 
p a r t ir  de ese num éro de sitios ocupados la ad ic ion de nuevas molécu 
las de sustrato no sean fac ilitadas , ni d ificu ltadas. Esta ultim a e x p li-  
cacion esta m as en consonancia con el va lo r de 0 . 9 8  obtenido para  
el coef ,  de in teracc ion  a concentrac iones re la tive  mente a ltas  de s u s -
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tra to . Bajo o tro  concepto podemos e x p re s a r  la m is ma re a lid a d , im a g i-  
nando que las constantes in trfnsecas de union van  in icialm ente en aum en  
to , es  d e c ir , K   ^ z. K 2  ^ K 3 , , ,  ; pero  solo has ta c ie rto  punto. D e  a hi en  
adelante cada constante s e r ia  m enor que la a n te r io r .  S i.  suponem os que  
hay se is  sitios, podnam os re p re s e n ta r lo s  de es ta  form a K^  ^ K 2 <^ 
K s > K 6 . Bn la segunda posibilidad de que los ultim os sitios sean in d e -  
pendientes tend r  fa mos que las tres  u ltim as constantes serfan  igua les . S in  
o lv id a r  que n u estro s  rêsu ltados son product© de determ inacion  de v e lo -  
cidades in iciales y no de fijacion de su s tra to , c ree m o s  p o d er a f irm a r  
que disponem os de sugestivas indicaciones a c e rc a  del com portam iento ql 
nético de la A T P a s a  de E , coli tanto en su fo rm a  soluble como a s o c ia ­
da con la m em brana b a c te r ia n a . E s ta  ultima p rése n ta  indicios de inde­
pendencia de s itio s , m ien tras que la fracc ion  soluble m anifiesta un co m ­
portam iento mas com plejo, m ezcla de cooperativ idad  positiva y probable  
mente en ausencia de toda co o p era tiv id ad .
R epresen tac ion  de S c a tc h a rd  de la A T P a s a  de E . coli
R epresen tando  ( S ^ )  ( E^J /  ( S f )  trente  a (Sj^) /  ( E ^ , ) ,  donde  
( S ^ )  /  ( E (.) e x p re s a  moles de ligando unido por mol de enzim a y ( S f )  
concentracion de ligando l ib r e ,  se obtîénen g ra fic a s  de notable in terés  
p ara  el conocimiento de la na tu ra leza  y funcion de una e n z im a . E s te  me 
todo debido a S c a tc h a rd  ( 1 8 1 )  y K I ot z  (182)  se aplica fundamental men te 
a p rob lem as de fijacion de cualqu ier tipo de ligan'dos a m a c ro m o lé c u la s ,
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s îs tem as enzim aticos e incluso organ izac îones su p ra m o le c u la re s  mas 
co m p le jas ,
L a  utilîzacîon de este método p ara  el estudio de velocîdades  
in ic ia les  rev is  te una îm portancia  muy re la tiv a . N o  disponem os del nu­
m éro de moles de ligando fijados p o r mol de e n z im a , pero  si de algo 
que debe s e r  p ro p o rc io n a l, las velocîdades in c îa le s . Tam poco conoce- 
mos la concentracion de ligando (en nuestro  caso sustrato) lib re  en el 
medio de re a c c io n , p e r t  disponem os de una süposicion sin la cual es  
invalida toda c inétlca  de velocîdades in ic ia le s , que la concentracion de 
sustra to  lib re se  considéra igual a la concentracion  total de sustrato  
( 1 7 3 ) .
Con esta aprox im acion  c re im o s  de in te ré s  o fre c e r  nuestros  
resu ltad o s  en rep re s e n ta c îo n e s  de S c a tc h a r d -K lo tz , conform e a las 
deducciones hechas por H o fs tee  ( 183) p a ra  velocîdades in ic ia les  de r e ­
a c c io n .
L a  F ig ,  31 m uestra  la re p res en tac io n  de Hofstee p a ra  la 
A T P a s a  asociada a la m em b ran a . L a  in te rp re tac îo n  de es tas  graficas  
dis ta mucho de s e r  défini t iv a , R epresen tac îones cuyos punto s forman  
una Ifnea re c ta , im plican ausencia de cooperativ idad  entre los d iversos  
sitios activos y cuando dan origen  a una curva  con la concavidad hacta  
a b a jo , refle jan la existencia de cooperativ idad p o s itiv a , G ra fic a s  como 
las que se p resen tan  en la F ig ,  31 , admiten al m enos, una doble in -  
te rp re ta c io n ; o bien son debidas a cooperativ idad  negative o bien p r o -  
ceden de heterogeneidad de sitios activos independientes. S i  aceptam os
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F ig , 31 -  R epresen tac ion  de S c a tc h a rd  de la A T P a s a  unida a la 
m em brana de E . col i . L a  actîvidad fué ensayada de modo o rd in a rîo :  
0 - 0  en ausencia de trip s in a  con una K m  2 ,2  mM y una velocîdad  
m axim a 1 .58;  en p rese n c ia  de tripsina con una K m  2 .8  y una
velocîdad  m axim a 2 .2
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la p r im e ra  posib ilidad , la g ra fic a  se con vîerte  en una c u rv a  con la con  
cavidad hacia a r r ib a ,  en donde no es posible d e te rm in e r K m s  ni e x t r a ­
p o le r velocidades m àxim as; ùnicam ente re c o rd a r  que segûn el m ecanis­
mo de este tipo de coo perativ idad , cad a molécula de sustrato  que se fi­
ja a la enzim a hacé mas dificil la fijacion p ara  la siguiente m olécula de 
s u s tra to . S i suponem os com o valida la segunda posib ilidad , podemos 
h a c e r un întento de calcule de K m s p a ra  los distintos grupos de a fin idad . 
D e acu erdo  con las rep resen tac îo n es  de la F ig .  31 tendrfam os cierto  
num éro  de sitios con e levad a afinidad p o r el sus tra to  cuya K m  es 0 . 7 5  
m M , y otro g rupo  de sitios que actùa a mas a ltas  concentraciones de 
sustra to  con m en o r afin idad. S u  K m  es aproxi m ada mente 2 ,5  mM o 
probablem ente m a y o r .
E x p e rie n c ia s  hechas en idénticas condiciones que la de la 
F i g .  31 .  no m ostraban una falta de linearidad  tan acu sada, P o r  esta 
razo n  no tenemos e v îd e n c ia , por el mom ento, del com portam iento re a l de 
la A T P a s a  en su estado asociado a la m em b ran a . U na cînética  tfpica 
de M ich aelis  es tambîén posib le  to man do unica m ente como buenos los 
v a lo re s  de la F i g ,  31 mas proxi mos a la K m . L o s  va lo res  de la K m  
y V rn s  co incid irian  en tal caso con los deducidos de la rep resen tac io n  
de L in e w e a v e r -B u r k ,
L a  F ig ,  32 com prende la rep res en tac io n  de H o fstee p ara  la 
A T P a s a  soluble de E . c o l i . A  d ife rencia  de la enzim a unida a la m em ­
b ra n a , la fracc ion  soluble p résenta  una alta cooperativ idad  como se des  
prend e de la fo rm a  de las c u rv a s . L a  extrapo lacion  de las g raficas da
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F ig ,  32 -  R epresen tac ion  de S c a tc h a rd  de la A T P a s a  soluble con 
E O T  A  3 mM en T r is  50 m M , pH  9 ,  Tam bién  esta actîvidad fué d e -  
term inada en ausencia de trips ina D - 0  y en p re s e n c ia  de la pro teasa  
# #  .
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unas V m s  de 4 p a ra  la en z im a  ensayada en ausencia  de trip s in a  y de 
6 ,3  p a ra  la determ inada con tripsina en el medio de en s ayo , L_a K m  
tal com o se puede ca lcu le r p o r los segm entos re c to s  de las c u rv a s  
a r r o ja  un v a lo r aproxim ado de 1 ,2  m M , muy de acuerdo con los m is -  
mos v a lo re s  hallados por o tro s  m étodos,
L o s  îndices de co o p era tiv id ad , calcu lados de acu e rd o  a las
técn icas de T a k e ta  y P ogell ( 184)  dan unos v a lo re s  muy p ro x i mos a
$
20 p a ra  la A T P a s a  soluble, y 80 p a ra  la enzim a asociada a la m em ­
b ra n a , U n  indice de 81 es el resultado que se considéra  indicative de 
cinética tfpica M ich ae lian a , Ind ices s u p e rio re s  son debidos solo a coope  
ra tiv id ad  n eg a tiva , m ientras que v a lo re s  mas bajos son debidos a e f e c -  
tos nom otropicos pos itives , P o r  consigu ien te , n u e s tra  fracc io n  soluble  
m uestra  una ne ta cooperativ idad  positiva para  la A T P a s a ,  en tanto 
que la enzim a ligada a la m em brana p a re c e  te n e r cinética de M ic h a e lis .
T o d o s  los resu ltados de c inética que he mos presentado  h a s -  
ta aquî m anifiestan una notable co in c id en c ia , L a  A T P a s a  asociada a 
m em b ran a s , estudiada en las condiciones en que nosotros lo hemos h e -  
cho, tiene un com portam iento cinético que puede cata logarse de M ic h a e -  
lia n o , salvo que la rep resen tac io n  de Hofstee que ya hemos com entado, 
sea un reflejo inequfvoco de heterogeneidad de s itios o a n tico o p e ra tîv id ad . 
P o r  o tra  p a rte , la A T P a s a  solubilizada con E D T A  3 mM en T r is  50 
mM p H  9 y ensayada en las mi s mas condiciones que la unida a m em ­
b ra n a s , m anifiesta, segun todos los ind icios, una alta cooperativ idad  po 
si tiva en tre  sus distintos s itios ac tivo s .
^  0,6
0 1,6 3,2 8
[ATP],mM
F ig *  33 -  S a tu rac io n  de A T P  de la A T P a s a  asociada a la m em brana*  
L a  concentraci6n  de fué 4 mM en todas las m uestras * L a  a c t iv i-
dad fué determ inada por métodos co lo rim é trico s  y rad ioactîvos como se  
d e s c rib e  en M a te ria le s  y M étodos.
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E s to s  dos tipo s de com portam iento no se ven i.ifluidos en 
nîngûn caso p o r la accîon de la tr ip s in a ,
C in é tic a  de sa tu rac io n  de A T P
H em o s vis to que la re lac ion  M g ^ ^ /A T P  p ara  una actividad
optim a de la A T P a s a  es 0 . 5 ,  U tilizando  esta re lac io n  como el v e rd a d e ro
su s tra to  de la enzim a hem os descri to los p a ra m e tro s  mas c a ra c te r is t i-
cos que defînen de alguna m anera  el com portam iento de la A T P a s a  en
0
sus dos estado s de ligada a la m em brana y s o lu b le ,
U n a v e z  hecho esto nos in teresaba co n o cer cual e ra  la c i ­
nética de satu rac ion  del A T P  cuando la concentracion  de M g^”^ se man 
tenîa constante; es  d ec ir 4 mM en todas las concentraciones de A T P ,
L a  F ig .  33 da cuenta de este  hecho p a ra  la A T P a s a  asociada a la 
m em b ran a , T o d a s  las muestras fueron ensayadas en ausencia de tr ip s i­
na con objeto de e v ita r  los inconvenientes d erivad o s  de la destruccion  
de la A T P a s a  p o r la trip s in a ; pues ya sabem os que la p re s e n c ia  de 
Mg^"^ hace mas sensible la A T P a s a  a la accion trips ica cuando aquella  
no se encuentra convenien te mente protogida por el s u s tra to . L o s  resuj,
tados dem uestran  que en taies condiciones la en z im a présenta  una g r a -
com pleja
fîca de saturac ion  de A T P 7 < A p a ra n  te men te ex iste  una satu rac ion  de 
A T P  a concentracion 1 m M , pero si continuâm es increm enlando esta 
concentracion  se inicia una nueva c u rv a  a A T P  2 .8  m M .
L a  rep res en tac io n  de L in e w e a v e r -B u r k  se m uestra  en la 
F ig ,  3 4 , L a s  K m s  de las dos c u rva s  son de! o rd en  de 0 , 3 8  mM p a ra
!d-sa|ouii1 ujuj-iojd 5uj*
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F ig ,  35 ~ C u rv a  de satu rac ion  de A T P  p ara  A T P a s a  so lu b le , L_a en 
zi ma fué so lub ilizada con E D T A  3 mM en T r is  50 m M , p H  9 , L_a con­
cen trac ion  de Mg^"*" no se a lte ro  en toda la e x p erien c ia  (4  m M ) , L a s  
activ idades enzim aticas  se déterm in aron  por c o lo rim e tn a  y rad io activ i­
dad .
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bajas concentraciones de A T P  y 17 m M p ara  las  concentraciones su ­
p e r io r e s ,  L a s  V m s  correspond ien tes  son aproxim adam ente 0 ,3  y 2 , 5 ,
Todo p arec e  in d ic a r  que la A T P a s a  de E ,c o ll tiene dos s i­
tios o dos grupos de sitios con afin idades distintas p ara  el A T P ,
L a  F ig ,  35 p ré s e n ta  una exp erien c ia  s im ila r  efectuada con 
la A T P a s a  so lub ilizada con E D T A  3 mM T r is  50 m M , p H  9 ,  L a  s a ­
turacion  de la enzim a con A T P ,  a concentracion  constante de M g^^,
0
da lu g a r a dos c u rv a s , una a bajas y o tra  a a ltas  concentraciones de 
A T P # L o s  p a ra m e tro s  calcu lados en la F ig ,  36 a rro ja n  unos va lo res  
p a ra  los K m s de 1 ,4  mM y 20 mM y p a ra  los V m x  de 1 ,4  y 10 s e -  
gùn se trate de la cu rva  co rresp o n d ien te  a las concentrac iones inferio  
re s  de A T P  o a las mas e levad as ,
N u eva  men te nos encontram os con que la A T P a s a  es capaz  
de f ija r  A T P  con dos tipos bastante d îferentes de afin idad, ta! como se
desp ren d e  de la cinética de velocidades in ic ia les ,
L o s  v a lo re s  de la K m  m as pequena estan de acu erd o  con 
los hallados p a ra  esta mi s ma enzim a p o r otiXDS investigadores ( 1 1 1 , 1 1 2 )  
utilizando bajas concentrac iones de sustratOp S in  em bargo , nuestros re  
sultados obtenidos con M g ^ "^ /A T P  en relacion l / 2 ,  nunca m ostraron  
esta cinética co m p le ja , a p e s a r  de que utilizabam os las m ism as concen  
tra c io n es  de A T P  que en estas e x p e rie n c ia s . E n  ton ces los K m s e ra n  
s u p e r io re s  a es t as ,  si bien in fe rio re s  a las halladas ahora p a ra  altas
L .
[ATP] .mM
F îg ,  36  -  R epresen tac ion  de L in e w e a v e n  de los datos de la F ig . 3 5 .  
L o s  p aram e tro s  y otros detalles se encuentra en el texto.
IF ig ,  37 -  S a tu ra c io n  de Mg^"*" de la A T P a s a  asociada a la m em brana  
en ausencia  de trip s in a . L a s  actividades fueron determ inadas por me to 
dos co lo rim é tric o s  y rad io ac tivo s . L a  concentracion de A T P  se con­
s e rv é  igual a 8 m M ,
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concentraciones de A T P ,  lo que p o d ria  ind îcar que allf e s ta bamos m i-  
diendo una media de los v a lo re s  aquf en co n trad o s ,
E l significado de esta d ife re n c ia  puede ra d ic a r  en la ex is ­
tencia de sitios especificos p a ra  el A T P  y el que no son coïnci­
dentes , E! tendna sus sitios de fijacion e influirfan en la fijacion
del A T P  en su h id ré lis is  o en am b as , a través  de una in teraccion  ind[
rec ta  mediada p o r la misma en z im a . E s ta  in te rp re tac iôn  v iene  c o r r o b o ra -
0
da p o r  la evifencia de que la A T P a s a  se vuelve mas sensib le a la d iges
tiôn p o r  la trip s in a  cuando se halla en p resenc ia  de Mg^"^ que en ausen  
c ia .
U na consecuencia de esta in te rp re tac iô n  es que p a re c e  d ifi­
cil so s ten er que el v e rd a d e ro  sustrato de la A T P a s a  sea el complejo  
M g « A T P ,  como se ha a firm ado  m uchas veces ( 1 7 5 ,  1 7 6 ) ,  al menos 
en el caso de la A T P a s a  de E .c o l i ,
C in é tica  de satu rac ion  de
P a ra  com pletar estas exp erien c ias  p a re c îa  lôgico estudiar 
la saturac ion  de en p resen c ia  de concentraciones constantes de
A T P ,  L a  concentracion de A T P  fué e leg ida, com o en el caso de 
tal que c o rre s p o n d ie ra  al sustrato  ôptimo cuando la relacion M g ^ "^ /A T P  
se mantenfa in v a ria b le , es d e c ir  8 m M , L a  F î g ,  37 m uestra la c u rv a  
de saturacion de p a ra  la A T P a s a  asociada a m iem brana, ensaya
da sin tripsina en el medio de re a c c iô n , y la F î g ,  38 re p ré s e n ta  la 
m isma exp erien c ia  rea liza d a  en p rese n c ia  de tr ip s in a , A m b as  re p re s e n
^  Q3
2
[Mg2+],mM
2+F ig , 38 -C u r v a  de saturacion de Mg de la A T P a s a  ligada a la mem  
b ra n a , rea lizad a  en p rese n c ia  de trip s in a . L a  concentracion de A T P  
fué 8 m M , y la actividad enzim atica ensayada p o r co lo rim e tn a  y radio  
ac tiv id a d .
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F ig ,  39 -  R epresen tac i6n  de L-inew eaven de los datos presentados en  
las F ig s ,  37 y 3 8 , A c tiv id ad  ensayada con trips ina; À -A  actividad  
m edida sin trip s in a .
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F îg , 40 -  C o efîc îen tes  de H îll obtenîdos con los resultados de las F î g s .  
37 y 3 8 ,  t - •  E x p e rîe n c îa  rea lîzad a  en p resenc îa  de trîps îna; expe  
r îe n c îa  hecha en ausencîa de trîpsîna »
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tacîones trenifiestan una notable d i fe re n c ia  en cuan to  a la v e lo c îd a d  de 
la r e a c c io n ,  p e r o  la f o rm a  de las c u r v a s  es idên t ica  ÿ  s e n s io le m e n te  
d i v e r s e  de las c u r v a s  de s a tu ra c io n  del  A T P ,
L a  r e p r e s e n ta c io n  dobiernente re c ip ro ca  de estos datos se
puede v e r  en la F i g ,  39 , A  d i fe re n c ia  de los re s u l ta d o s  a n t e r i o r e s
nos e n c o n t r a m o s  con que la p r e s e n c ia  de t r ip s ina  an n! r r  . '* ■ ' '  
acc ion  in c ra m e n ta  nu solo la V :n  s ino  también la K m ,  L o s  v a l o r e s  ob-
♦
tanÎŒs en ausenc ia  da t r i p s in a  son de K m -  1 ,2  naVi y V m  -  0 , 6 ,  mien -  
I ras  qua f ’SiOs rn 'smos p a r a m e t r o s  d e te rm in a d o s  c u a n d j  se puso  tr ip -  i 
na en cl rncdio de reac iôn  son K m  - 7 \ / m  -  8,
L a  Fig,  40 n o s  m u e s t ra  ’a r e p re c e r . ta c io n  l o g a r i tm ic a  de
una f ra c c io n  de s a tu ra c io n  de î re n ie  a c o n c e n t r a c io n e s  c r e c i c ^ -
tes de! misivo l igando « E l  coef ic iente  de H ’ !! c s îcu lado  c'a a c u e r d o  con
las rectas  c'a la ligura ro s  indica que la union del  M g "  ^ a \ \ enz ima
l igada a in m n m b rs n a  ro es  c oop é ra  t i v a , L a  d i fe re n c ia  de coe f ic îen tes
in t ro d u c ic a  p o r  m accion de la t r i p s in a  puede no s e r  s i g n i f i c a t i v a ; o
bien s e r  un re ' I e io  real  ciel c iecto de la p ro teasa  subie.. I ; i. .ri : iu
canon a 'a e n z i m a ,
L-.a F i g ,  41 m u e s t r a  la c u r v e  de s a tu r a c io n  de M g ^ '  p a r a
',3 1 I" ' %: a  I U - j ' C L 'U  i 'C  O U  i c i l  S  ci V U  Li 0  U C  ii V i l , .  • d S U  i l i  Z  O n  i < I t P  ! p  c  i 11 c. ,
y lu r ' i g „  42 r e p r e s e n ia  la m isma e x p e r ie n c ia  e fec tuada en p r e s e n c ia
_ : ; i P,  .V :0 .' 11 a s ig . ru id o  m i s  p ro r .u n c ia d a
que la obtenida can f v ; g - ' ~ / A T P  an re la c io n  l / 2 .  E s  de n o t a r  que en
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F îg ,  41 -  S a tu ra c io n  de de la A T P a s a  so lu b le . L a s  actividades
fueron ensayadas p o r c o lo rim e tria  y ra d io a c tiv îd a d , s iem pre en ausen­
cia de trips ina . L a  concentracion de A T P  fùé 8 m M ,
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F îg ,  42  -  S a tu ra c io n  de Mg^'*’ de la A T P a s a  so lub le . L a s  actividades  
fueron  ensayadas en p rese n c ia  de trip s in a  y p o r dos técnicas al igual 
que las a n te r io re s , .
161.
estos dos exp erîm entos  la concentracion de A T P  fué 8 mM en todas 
las m u e s tra s .
I—a rep resen tac io n  de L in e w e a v e r  de estos dato s , F ig .  4 3 ,
da lu g a r a dos c u rv a s . S u  prolongacion perm ite  ca lcu la r a p ro x i mada
mente los p a ra m e tro s  cinéticos cuyos v a lo res  con K m ** 1,1 mM y
V m = 5 o 5  p ara  los resu ltados con la actividad b a s ic a , y K m  = 2 mM y
V m  = 10 çuando la actividad fué determ inada con tripsina en el medio
0
de re a c c io n . A l igual que en la enzim a unida a la m em brana nos e n ­
con tram os con que los K m s  va rian  dependiendo de la accion de la t r î£  
s în a ,
L o s  coeficîentes de H ill exp resad o s  en la F ig , 4 4 ,  son in ­
dica tl vos de efectos cooperativos ya que en cu a lq u ie r caso su v a lo r es  
muy s u p e rio r  a la unidad,
H em os sugerido en v a r ia s  ocasiones la posibilidad de que 
el M agnesio se fije a la en z im a en sitios distintos de los sitios del A T P , 
D e acuerdo  con los resu ltados que acabam os de p re s e n te r los sitios  
de fijacion del M agnesio estan adem as re lac ionados con la accion de la 
tr ip s in a . L a  p re s e n c ia  del magnesio vuelve la A T P a s a  m as sensible a 
la digestion trîp tîca  pero a su vez el efecto de la tripsina hace d ism in u ir  
la afin idad de la A T P a s a  p o r  el cation . E s tas  im plicaciones mututas s u -  
gu ie ren  por vez  p r im e ra  que el Mg^"*" podria f ija rs e  a una p a rte  de la 
A T P a s a  que constituye el objeto d ire  cto de la p ro te a s a , aunque esta 
in terp re tac iôn  no explique los requerim îen to s  totales de cation que tiene  
la e n z im a .
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F ig . 43 -  R epresen tac ion  dob le men te rec fp ro ca  de los datos contenidos 
en las F ig s * 41 y 4 2 , ♦  " #  L a s  actividades fueron determ inadas en p re*  
sencia de trip s in a , A ctiv idades en ausencia de trip s in a .
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F ig ,  44 -  R epresentac ion  logantim ica  de fracc iones de sa tu ra d o n  de 
Mg^"^ tren te  a concentnaciones del m is mo cation. L o s  coeficlentes de 
Hill son 1 ,8 3  en p resen c ia  de tripsina # - t  ; y 1 , 5 3  en ausencia de 
la p ro teasa  A - â  , L o s  datos em pleados en esta represen tac ion  c o rre s  
ponden a los obtenidos en las F ig s , 41 y 42*
X / O
-0 ,5 0,5 1,5
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F ig , 45 -  Inhibicion por A D P  de la A T P a s a  unida a m em branas en 
ausencia de tr ip s in a . L o s  datos han sido obtenidos represetando  in v e r  
S O S  de veiocidades in iciales trente a inversos  de concentraciones de 
s u s tra to , a distintas concentraciones constantes de A D P .  0*^0 sin A D P ;  
A - ù  A D P  0 ,4  m M ; 0 - 0  A D P  1 ,2  A D P  2 ,4  m M . L a s  d e -
mas condîciones de ensayo como estan descrîtas  en M étodos,
21,50,50
[S]
F ig , 46 -  Inhiblci6n por A D P  de la A T P a s a  unida a m em branas en  
p re s e n c ia  de tr ip s in a . # -  # S in  A D P ;  4 - 4  A D P  0 ,4  m M ; H a  
A D P  1 ,2  mM; X -X  A D P  2 ,4  m M . L a s  representac iones doblem ente  
re c ip ro c a s  estas efectuadas como se indica en la F ig .  a n te r io r .
164.
Inhibicion de A T P a s a  de E . colî p o r A D P  y P i .
L a  inhibicion de la A T P a s a  p o r el A D P ,  uno de los p rodu cto s  
finales de re a c c io n , ha sido ya estudiada en A T P a s a  m itocondrial ( 1 8 5 )  
y a lgunas A T P a s a s  b ac terian as  ( 1 6 7 ,  1 6 8 ) .
L a  F ig .  45 m u estra  la rep res en tac io n  doblemente re c fp ro c a  
de veiocidades in ic iales y con cen trac iones de s u s tra to , p a ra  c o n cen tra ­
ciones fijas de A D P  en^ausencia de trips ina  en el medio de re a c c io n , 
y la F ig ,  46 p ré s e n ta  las m ism as e x p erien c ia s  re a liza d as  en p rese n c ia  
de tr ip s in a . E n  las dos fig u ra s  se estudia inhibicion por A D P  de la 
A T P a s a  asociada a la m e m b ra n a . E n  ambos casos las cuatro  r e p r e ­
sentaciones de L in e w e a v e r  se co r tan en un punto del eje de o rd e n a d a s , 
indicando que el A D P  actùa como un inhib idor com petitive; y en am bos  
casos la K m  se increm enta al tiempo que lo hace la concenlracîon del 
in h ib id o r, Com o consecuencia de este tipo de inhibicion los V m s  no se  
a lte ra n  en funcion de la cantidad de A D P ,  T o d a  inhibicion de c a ra c te r  
com petitive llega a é lim in arse  cuando se increm enta convenientem ente  
la concentracion de s u s tra to , Esto exp lica  la no variac ion  de los V m s .
S in  em bargo la actividad ensayada en presencia  de tripsina conserva  
una V m  s u p e rio r  a la de la actividad b as a i, com o eîecto de la mi s ma 
tr ip s in a .
L a s  F igso  47 y 48 exp re s a n  la inhibicion de la A T P a s a  so 
lubie p o r el A D P ,  sin trip s in a  en el medio de ensayo y con ella r e s -  
pectivam ente. L a s  rep resen tac io n es  doblemente re c ip ro c a s  p a ra  concen
/ /
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F ig , 47  -  Inhibicion por A D P  de la A T P a s a  soluble en ausencia  de 
tr ip s in a . L a s  c u rv a s  fueron obtenidas representando  in v e rs e s  de velo  
cidades iniciales trente  a in verso s  de concentraciones de s u s tra to , a 
d iv e rs e s  concentraciones de inh ib ido r, 0 '* 0  S in  A D P ;  A  -  A  A D P  
0 ,4  m M ; 0 * D  A D P  1 ,2  m M ; X "X  A D P  2 ,4  m M , O tra s  condîciones  
de ensayo se encuen tra  en M a te ria les  y M étodos,
0 2
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P îg , 48 -  Inhibicion por A D P  de la A T P a s a  soluble ensayada en' p re  
sencia de trip s in a* L o s  datos fueron obtenidos como en la F ig ,  a n te r io r *  
L a s  concentraciones de A D P  son las siguientes: sin A D P ;  A - A
A D P  0 ,4  m M; A D P  1 ,2  mM; X - X  A D P  2 ,4  mM*
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trac îo n es  fijas de inhibidor se  c o r tan en un punto sob re  el eje de onde  
n a d a s . P e ro  se ha de ten er en cuenta que las c u rv a s  d ire c ta s  de s a -  
turacion  de sustra to  p a ra  la enzim a al esta do so luble son de form a s ig  
moi d e . Esto im p lica  que las represen tac io n es  de L in e w e a v e r  no son 
rec ta  s , si no c u rv a s  con la concavidad hacîa a r r îb a .  S u  e x tra  polacion  
p e r  mi te encontre r  un punto donde se c ru c e n , que nos indica ra  el tipo 
de inh ib idor de que se t ra ta , y este punto c ree m o s  que ha sido valida  
mente si tu ado en el eje t ie  ab s c is es . E n  consecuencia el A D P  a c tù a , 
desde este punto de vis ta , como un inh ib idor com petitive p a ra  la A T P ­
asa soluble no siendo influenciable p o r la p rese n c ia  o ausencia de tr ig  
s in e . L a s  K m s son mas g ran d es  cuanto m ayor es  la cantidad de inh i­
b idor que se ahade al medio de re a c c io n , mien trè s  que las V m s se 
m antîenen in a lte ra d a s .
L o s  resultados expuestos en las cuatro  figuras a n te rio re s  in 
ducen a suponer que el A D P  es un inhib idor com petîtivo de la A T P a s a  
de E . coii tanto si se encuen tra  asociada a m em brana como en su fo rm a  
so lu b le , y su sem e jan za  e s tru c tu ra l con el sustra to  confirm a esta s u p o -  
s ic io n ,
E l m écanism e de todo in h ib id o r com petitive es conocido, E l  
in h ib id o r se fija al sitio active  ocupando el lugar de sustrato y com pitien  
do con él por la en z im a . L a  enzim a fo rm a râ  un complejo ya con el sus  
trato ya con el inh ib ido r, p e ro  norm alm ente  no con los d o s , salvo en el
caso inhibicion parc ia lm ente  com petitive o com petitive h îperbo lica ( 1 8 8 )
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que como venem os mas ta rd e  no tîene lugar aq u f. P o r  tanto el A D P
com pite con el A T P  p o r el sitio catalitico de la A T P a s a  form andose
com plejo s A T P a s a - A T P  o A T P a s a - A D  P .  L a  p rep o n d eran c ia  de uno
o de o tro  dep endera  de las concentrac iones de inh ib idor y sustrato  y
de las afinidades de cada uno p o r la e n z im a . E l complejo A T P a s a -
A T P  se rom pe en productos finales a la mi s ma velocidad que si el
A D P  no es tu v ie ra  p ré s e n te , lo que se re fle ja  en la V m  que no c a m -
0
b ia . E l complejo e n z îm a -in h ib id o r p ré s e n ta  dos pos îb ilidad es; una es  
que sea  compléta mente in cap az de tra n s fo rm a rs e  en enzim a lib re  y p ro  
duc to finales de reac c io n , al que ha denominado M a h le r ( 1 8 9 )  de "v ia  
m u er ta " y o tra  se basa en el hecho que se tra n s fo rm a  en productos  
finales pero  a m en o r velocidad  que el su s tra to . D a d a  la sem ejan za  es  
tru c tu ra l del A D P  con el A T P  podem os pen sar que el A D P  no cae  
dentro del grupo de inh ib idores de "v ia  m uer ta" p ero  su velocidad  de 
h id ro lis is  en condiciones n o rm ales  es indétectab le.
N u e s tra  conclusiones concuerdan  en g e n e ra l, con estudios  
de inhibicion p o r  A D P  re a lîza d o s  en o tra s  A T P a s a s .  L a  A T P a s a  rn[ 
tocondria l ( 185 )  es inhibîda de form a com petitive p o r el A D P  en su es  
tado soluble y unida a la m em b ran a , con una K i 30 y 80 phA re s p e c ti-  
vam e n te . A T P a s a s  bac te rian as  como la de S trep to co ccu s  faeca lis  ( 169 )  
y B a c illu s  m egaterium  ( 167 )  y E .c o li  son tam bién inhibidos com petitive  
mente p o r el A D P *  S in  em bargo  N e ls o n  y col ( 1 8 6 )  han postulado p a ­
ra  la A T P a s a  de C lopoplastos otro m écanism e de inhib icion. L a  c u rv a  
de saturac ion  del A T P  cam bia de su form a h iperbô lica  a una fortma sig
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F ig ,  49 -  Inhibicion de A T P a s a  unida a m em branas pop el P i ,  
L o s  resultados fueron obtenidos en ausencia de trip s in a . S e  r e -  
p resen tan  los in ve rso s  de veiocidades iniciales tre n te  a los inve£  
SOS de concentraciones de sus tra to , a concentraciones de P i  2 
y 4 m M , L a s  dem as condiciones se han descrito  en M a te ria le s  
y M étodos, 0 —0  sin P i;  P i 2 mM ; D~*D P i  4 m M ,
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moi de en p resen c ia  de A D P ,  A d em as tanto la K m  como la V m  se ven  
a lte ra d a s  por efecto del in h ib id o r, y el o rden  de reaccion es dos veces  
s u p e r io r  en p re s e n c ia  de A D P  que en su au s e n c ia , Roisin y c o l , ( l l 2 )  
han encontrado algo sem ejante en la A T P a s a  de E . co li; la cu rva  de sa 
turacion  de sus tra to  se vu e lve  mas y m as sigm oide en p re s e n c ia  de con 
cen trac iones c re c ie n te s  de A D P ,  dando lugar a una inhibicion mas corn 
pleja acom pahada de cam bios en la K m  y V m ,
A  p e s a r  de estas d iv e rg e n c ie s , c ree m o s  que n uestros  re s u | 
tados dentro de! m arco de condiciones en que fueron  obtenidos, solo 
pueden in te rp re ta rs e  como debidos a una inhibicion com petitive p ro d u c i-  
da p o r el A D P ,
L a  F ig ,  49 p ré s e n ta  la inhibicion de la A T P a s a  unida a 
m em branas por el P i ,  en ausencia de trip s in a , L o s  resu ltados indican 
un tipo de inhibicion com petitive al igual que el producido p o r  el otro  
producto final de la re a c c io n . L a s  g ra fic a s  se co rtan  so b re  el eje de 
o rd en ad as  y el v a lo r  de la constante de inhibicion se ap ro x im a a 2 m M , 
aun cuando esta K i no ha sido obtenida mu y exacte  mer, te. L a  d e te rm î-  
nacion c o lc rim é tr ic a  de la actividad en zim âtica , que utilizam os en estas  
e x p e rie n c ia s , tenîa fondos de fosfato lib re  mu y e levad o s , com o efecto de 
hab er sidoi lUtilizado el P i com o in h ib id o r, E s  to s fondos res tan  precis ion  
y sensib ilidad a nuestra  m ed idas , p o r lo que o frecem o s  resu ltados como 
una indicaciôn del com portam îento inh ib ido r del P i ,  sin que podamos d a r  
gran v a lo r  a los p a ra m e tro s  ca lcu lado s.
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F ig ,  50 -  E fecto  inhibidor del P i s o b re  la A T P a s a  soluble en  
ausencia de T r ip s in a ,  L a s  represen tac iones de L in e w e a v e r  e s ­
tan hechas como en la F ig ,  a n te r io r . L a s  concentraciones de P i 
son las  siguientes: o -O  sin P i;  A - A  P i 2 m M ; d - cj P i  4 m M ,
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L a  F ig .  50 m u estra  el efecto inh ib idor del P i s o b re  la 
A T P a s a  soluble de E .c o li  en ausencia de tr ip s in a . L a s  m ism as d ifi-  
cultades resa ltadas  en el p é rra fo  a n te r io r  se han encontrado aqu i, pe 
ro in crem en tad as  con el tipo de c u rv a s  'que se bbtienen con la f r a c -  
cion soluble al re p re s e n ta r  In verso s  de veiocidades in ic iales trente a 
in v e rs o s  de con cen trac iones  de s u s tra to . L a  extrapo lacion  de estas  
c u rv a s  no da seg uridad  en el calcule de las K m  y en consecuencia  
tampoco al de la constante de inhib icion, S in  em bargo  una a p ro x im a -  
cion de estes va lo re s  ha dado como resultado una K i de 1 ,8  a 2 m M ,  
Tanto  p a ra  la A T P a s a  unida a la m em brana com o para  la so luble, 
las constantes de inhibicion del P i p a re c e n  s e r  ligeramenle s u p e rio re s  
a las del A D P ,  E s te s  hall azgos e s ta r ia n  muy en consonancia con las  
distintas e s tru c tu ra s  m o lecu lares  de am bos in h ib id o re s , E l A D P  p o r  
su sem ejanza con el A T P ,  p a rec e  l6gico p en sar que se fije al cen tre  
active con m ayo r afinidad que el P i ,  ya que p u d ie ra  u tilize r los m is -  
mos re s te s  de especific idad  que el A T P ,  L a  d ife ren c ia  de afinidad en  
tre  el A T P  y el A D P  p o d rfa  d e b e rs e , en todo cas o , a im pedim entos  
de tipo esté ri c e .
E n  conclusion c ree m o s  que se puede a firm a r  que el P i se  
m anifiesta en n u e s tra s  condiciones de ensayo com o un inh ib ido r compe 
titivo de la A T P a s a ,  tanto en su estado de asociado a la m em brana co 
mo en su form a so lub le ,
R esultados sem ejantes han sido encontrados por Schnebli y 
colo ( 17 0 )  con A T P a s a  purificad a  de S trep to co ccu s  fa e c a lis , E l P i al
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igual que el A D P  es inh ib idor com pétitive , si bien la constante de inh i­
bicion aducida p o r estos a u to re s  es notablem ente s u p e rio r a la n u e s tra , 
Con una K i 0 ,7  mM p ara  el A D P  y 10 mM p a ra  el P i S c h n eb li encuen  
tra  efectos s in érg ico s  de inhibicion cuando am bos inhib idores se ponen 
si mu I tàneam ente en el medio de re a c c io n .
E n  1953 Dixon ( 187 )  ide6 un método grafico  que p e r  mi te
c a lc u le r  d irecte  m ente las constantes de inhib icion, A dem as de este n o -
«
table adelanto, el método de Dixon p ré s e n ta  la ven ta je de c o r ro b o re r  
de fo rm a  casi inequfvoca la catalogacion de un inh ib idor dentro  del g ru  
po de inhib idores com pétitives o no com pétitives y en cada uno de e s ­
tos grupos su pertenen c ia  al subgrupo de pures  o p a rc ia le s , E! método 
consiste en re p re s e n ta r  in v e rs o s  de veiocidades in iciales fren te  a concern 
tra c io n es  c rec ien tes  de inh ib ido r p a ra  concentraciones fijas de su s tra to , 
R ep resen tac io n es  de este tipo dan lu g a r a un h az  de recta s que se c o r  
tan en un punto del segundo c u d ra n te , sob re  el e je de las abscisas o en  
el te r c e r  c u a d ra n te , Inh ib ido res  de tipo com pétitive originan rec tas  que 
se c ru z a n  en un punto del segundo cuadrante  cuyas  coordenadas son 
( - K i ,  1/V m )  , L_a proyeccion  de este punto s o b re  el eje de abscisas  
nos da d irectam ente K i ,  Inhibidones parc ia lm ente  com pétitives dan lu g ar  
a un haz de r e c t a s ,  pero  solo a bajas concentraciones de inh ib ido r. S i  
se increm enta éste  las re c ta s  se c u rv a n  hacia abajo orig in  a ndo h ip e r -  
bolas,  de donde el nom bre de inhibicion h iperbô lica  ( 1 8 8 ) ,
De acu erd o  con estos p rin c ip io s  un inh ib idor es competitive 
cuando la rep resen tac io n  de t_ in e w e a v e r da un h az de re c ta s  p ara  con
A32 20 1
[ADPj.mM
F ig , 51 -  Inhibicion de A T P a s a  unida a la m em brana por A D P  en 
ausencia de tr ip s in a . S e  rep resen tan  inversos de velocidad inicial 
frente a concentraciones de A D P  a concentraciones constantes de 
s u s tra to , (? — 0 A T P  8 m M ; A A T P  4 ,8  m M ; D ’-D  A T P  1 ,6  m M , 
R estantes condiciones de ensayo como se indica en M a te ria les  y M é­
todos ,
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F ig ,  52 -  Inhibicion de A T P a s a  unida a la m em brana p o r A D P  en 
p re s e n c ia  de tr ip s in a , R ep resen tac io n  de Dixon en îdénticas condicio  
nes a la a n te r io r *  C oncentracion  de A T P ,  •  8 mM;  A —A 4 , 8  m M ;  
•  " ® 1 , 6  mM#
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cen trac iones fijas de inh ib idor que se c ru z a n  s o b re  el eje de o rd e n a ­
d as , y los in v e rs o s  de veiocidades in ic ia les  fren te  a sa tu rac i6n  de inM  
bidor orig inan re c ta s , p a ra  concentraciones constantes de s u s tra to , que  
se c o rta n  en un punto del segundo c u d ra n te . E s ta s  dos condiciones dan  
casi seguridad absolu ta de que el in h ib id o r es com pe titivo, S i  adem as  
las g ra ficas  de la rep resen tac io n  de D ixon  m antienen su lin e a rid a d  a ^  
tas concen tracio<nes de in h ib id o r, éste es compe titivo puro ; si se c o n -  
v ie rte  en h ipérbo las  el jn h ib îd o r es parc ia lm ente  com petitivo.
L a s  F ig s ,  51 y 52 m uestran  la represen tac ion  de Dixon  
p ara  A T P a s a  unida a m em branas en ausencia y p resencia  de tripsina  
resp ec tivam en te , L a s  très  re c ta s  obtenidas a trè s  concentraciones d is ­
tintas de A T P  se cortan en un punto del segundo cu ad ran te , lo que con 
firm a que el inh ib ido r es competitivo y competitivo p u ro , ya que las r e ç  
tas se  mantienen como taies a al tas con cen trac iones de A D P ,  L a  Ki  
calcu lada graficam ente nos da un v a lo r  de 1 . 75  mM îndependientem ente  
de la accion de la p ro te a s a , lo que concuerda con los resu ltad o s  d e d u -  
cidos de las re p re s e n ta c io n e s  de L in e w e a v e r  y B u r k ,
L a s  F ig s ,  53 y 54 p resentan  e xp erien c ia s  p a ra le la s  hechas  
con la A T P a s a  en estado so lub le . U n a  vez  mas las g ra ficas  se c u rv a n  
hacia a r r ib a  o frec iendo  dificultades a la determ inaciôn de p a ra m e tro s .
L a  prolongacîon de la a p a re n te  parte  lineal de estas  cu rvas  nos p e r m i­
te e n c o n tra r  un punto de confluencia en el segundo cu a d ran te , con una  
K i 0 , 7 5  m M , E n  consecuencia esta rep res en tac io n  c o rro b o ra  la afirma_ 
cîon de que el A D P  es un inhibidor competiJvo puro  de la A T P a s a  tam  
bien al estado so lu b le .
□
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F ig . 53 -  R epresen tac ion  de Dixon p a ra  A T P a s a  soluble inhibida 
por A D P ,  en condiciones norm ales de ensayo y sin trips ina* E ! 
A T P  se mantuvo en concentraciones fijas p ara  cada g ré f ic a . O ' - 0 
A T P  8 mM; A - A  A T P  4 , 8  mM;  D - D  A T P  1 , 6  mM,
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F ig , 54 -  R epresen tac ion  de Dixon p a ra  A T P a s a  soluble inhibida  
por el A D P ,  m edida en p rese n c ia  de trip s in a . L a s  condiciones de en 
sayo son igual a las a n te r io re s . C oncentracion  de A T P ,  $ 8 m M ;
& — >  4 ,8  mM ; # -  A 1 ,6  mM «
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Q ue re  mo s re s a lta r  la d ife ren c ia  de afin idad por el A D P  e n ­
tre  la enzim a soluble y la unida a la m em b ran a . A l igual que sucedfa con 
el sustra to  la afin idad de la enzim a soluble p o r el A D P  es m ayo r que  
la de la asociada a la m e m b ra n a . E s ta  d ivers id ad  de actuacîon puede  
s e r  un exponente mas de regu laciones o m odulaciones de la actividad  
de la A T P a s a  cuando se encuentra  sum erg ida en el m îcroentorno  de 
la m em brana b a c te r ia n a .
O tro  punto a* d e s ta c a r es la aparente  d iferencia de afinidad  
en tre  el A D P  y el A T P .  Tanto  al estado solubi e como unida a la 
m em brana la A T P a s a  tiene una afin idad m ayor p o r  el in h ib id o r que 
por el A T P ,  S i  esta d ife re n c ia  es significative p o d n a  a lc a n z a r  su v e r  
dadero  sentido teniendo en cuenta que en aero b io s is  el m ic ro  organism e  
sin tetiza A T P  teniendo al A D P  como sustrato in media to de la re a c c io n .
T e rm in â m e s  de d e m o s tra r que el A D P  es un inh ib idor corn 
petit ivo de la A T P a s a  de E , co l i , con una K i 1 , 7  mM p a ra  la enzim a  
unida a la m em brana y 0 , 7 5  mM p a ra  la A T P a s a  en estado so lub le ,
Esto nos perm îte  concluir que el A D P  afecta a la afinidad de la enzim a  
por el s u s tra to , p ero  no cam bia la V m  de la re a c c io n .
L a  F ig .  56 nos m uestra el o rden  a p a re n te  de reacc io n  de 
la A T P a s a  ligada a la m em brana p a ra  el A D P ,  a dos con cen trac iones  
distintas de s u s tra to . L o s  coeficientes de in teraccion  (190)  que e x p re ­
san el orden a p a re n te  de reacc ion  p a r a  el in h ib id o r, son notablem ente  
b a jo s . S u  dependencia de la concentracion de sus tra to  no es  m anifiesta;
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F ig ,  56 -  O rd e n  de neaccl6n de la A T P a s a  de E ,c o li  unida a la m em  
b ran a  p a ra  el A D P ,  S e  re p rés en ta  una funcion de la fraccion  de s itios  
ocupados , a dos concentra  clones fijas de su s tra to , frente a con cen tra ­
ciones de A D P ,  E l ensayo fue hecho en condiciones n o rm a le s , L a s  
concentraciones de A T P  fueron las siguientes: 8 m M , ( #  — 9 con tr ip ­
s in a , 0 — 0 sin tr ip s in a );  4 ,8  mM ( A — â con trips ina y A —A sin  
trip s in a ) ,
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si b ien  parece  s e r  constante la tendencia a d ism in u ir el o rd e n  aparen te  
de la reaccion con el increm ento  de la concentracion de s u s tra to . S e  
en co n tra ro n  o rd e n e s  de re a c c io n  de 0 , 4 0 ,  0 , 4 4  y 0,51 p a ra  concentra  
clones de sustra to  de 8 m M , 4 ,8  m M y. 1 ,6  m M , E ste  ultimo no figu ra  
en la g ré fica  p o r razo n e s  de c la r ld a d . L a s  d ife re n c ias  son pequehas  
p ero  c ree m o s  que son s ig n ifîca tîvas .
L a  F ig ,  57 p ré s e n ta  e x p e rie n c ia s  p a ra le la s  a las de la F ig ,
a n te r io r ,  re a liz a d a s  coii A T P a s a  s o lu b le , L o s  o rd en es  a p a re n te s  de 
re a c c io n  con resp ecto  al inh ib idor son bas tan te m as altos que los an te ­
r io re s  aunque m antienen la m isma tenden cia . P a r a  concentraciones de 
sustra to  8 m M , 4 ,8  mM y 1 ,6  mM los coeficientes de in teracc ion  c a l­
culados fueron de 0 , 7 5 ,  0 , 8 5  y 1 , 2 ,  E l ultimo no ap arece  en la g rafi 
c a . A l igual que con la A T P a s a  unida a la m em brana  los coeficientes  
de in te racc ion  p a re c e n  s e r  tanto m en o res  cuanto m ayor es la concentra
cîon de s u s tra to . L o s  datos de las dos figuras précédantes fueron obte
ni do s en ausencia y p re s e n c ia  de tr ip s in a , sin que se ad v ie rta  ninguna 
d ife re n c ia  de com portam îento en tre  am bos ca s o s .
L a  velocidad m axim a de una reaccion no esté a lte ra d a  p o r  
el efecto de un inhib idor de n atu ra leza  com petitiva, Esto q u îe re  d ec ir  
que a concentraciones suficientem ente grandes de sustra to , en que se  
alcance  teoricam ente la ve locidad  m ax im a , el o r d e n  de la reacc io n  p a ­
ra  el inhibidor competitivo dcbe s e r  c e r o ,
L o s  o rd en es  ap aren tes  de reaccion encontrados p a ra  el 
A D P ,  en p re s e n c ia  de con cen trac iones fijas de sus tra to , que a ca barn os
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F ig ,  5 7 .Ai. O rd e n  de reacc ion  de la A T P a s a  soluble p ara  el A O P ,  
R epresen tac ion  de Hill p a ra  el inhib idor a concentraciones fijas de 
sustrato  efectuada en las m ism as condiciones que la a n te r io r  « L a s  con 
cen trac iones de A T P  son: 8 mM ( • - •  con trip s in a , 0 - 0  sin e l l a ) ;
4 , 8  mM ( A - i  con trip s in a , A -  ^  sin ella)
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de p re s e n ta n , c o rro b o ra n  esta  a fîrm ac îo n . E n  e fec to , tanto p a ra  la 
A T P a s a  soluble como p a ra  la enzim a asociada a la m em b ran a , los 
o rd e n e s  ap aren tes  de reac c io n  con respecto  al inhib idor se hacen  
mas pequehos a la p a r  que se van increm entando las concentrac io ­
nes de su s tra to , de donde p a re c e  l6gico inducir que u lte rio re s  can ti-  
dades de sustrato  red u c irfan  mas y m as el o rd e n  aparente  de re a c ­
cion p a ra  el A D P ,  has ta a lc a n z a r  un limite de o rd e n  c e r o , que c o -  
in c id îr ia  con la V m  de Wa reacc ion  p a ra  el s u s tra to ,
E l o rd e n  ap aren te  de reacc io n  de la A T P a s a  asociado a 
la m em brana con respecto al su s tra to , p a ra  concentraciones fijas de 
inh ib idor es p resentado en la F ig , 5 8 . Cuando m as elevada es la con 
cen trac io n  de A D P ,  mas pequeho es el orden de reaccion p a ra  el 
s u s tra to , a lcanzandose el o rd e n  m axim o de reac c io n  en ausencia  de 
in h ib id o r.
S a b e m o s  que la A T P a s a  unida a la m em brana no presen  
ta c o o p e ra tiv id a d , al menos positiva, p a ra  el s u s tra to ; lo que qu iere  
d e c ir  que sus sitios activos son independientes, que no existe  in te ra c ­
cion e n tre  e llo s . E n  consecuencia , el descenso en el o rden  aparente  
de reacc io n  no cabe a trib u ir lo  a debiiitam iento de in teracciones entre  
los distintos sitios activos , A h o ra  b ie n , también hemos dem ostrado que 
el A D P  es un inhib idor competitivo cuyo sitio de fîjacion debe s e r  
el cen tro  activo . U n  increm ento  en la concentracion de A D P ,  debe i r  
acom pahado de un descenso de m oléculas da sus tra to  unidas a dicho 
c e n tro , lo que légîcam ente se  tj-’aduce en un m en o r orden ap aren te  de 
reacc io n  para  el su s tra to .
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F ig , 58 -  O rd e n  aparente de reaccion de la A T P a s a  unida a la m em ­
brana  con respecto  a) s u s tra to , p ara  concentraciones fijas de in h ib id o r. 
L a s  concentraciones de A D P  fueron las siguientes: 0 - 0  2 ,4  m M ; 4 - 4  
1 ,2  m M , D ~ D  0 ,4  mM; 0 m M , T c d a s  las e x p erien c ia s  estan h e ­
chas en ausencia de tr ip s in a . S e  o mi ten las efectuadas en p resencia  de 
trips ina por s e r  total mente sem ejan tes . L a s  res tan tes  condiciones de en
sayo son las n o rm ales  d e s c rita s  en M a te ria les  y M étodos,
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A  co n cen trac io n es  suficientem ente e levad as  de A D P ,  la p r o -  
porc ion  de m oféculas de su s tra to  unidas al sitio activo puede s e t  tan p e -  
quena que la re a c c io n  h id ro litica  sea indétectab le . S e  intuye que el o rd e n  
de reacc io n  en tal caso debe s e r  c e r o .
L a  F ig .  59 m u es tra  las m ism as e x p erien c ia s  que la a n te r io r  
re a liz a d a s  con la A T P a s a  so lub le . L a  in te rp re tac io n  de estos datos o fre  
ce alguna d ife re n c ia . L a  p a rte  in fe rio r  de las cu a tro  g ra fic a s , con un 
coeficiente de in te racc ion  s u p e r io r  a la unidad, exp érim enta  un descenso  
de dicho coefic ien te , p ro p o rc io n a l a la concentracion de inh ib ido r p re s e n  
te en el medio de re a c c io n . E s te  cam bio en el o rd e n  ap aren te  de r e a c ­
cion puede s e r  debido a un debiiitam iento de las in te racc iones entre los 
distintos sitios, como efecto de la p re s e n c ia  del inh ib idor, o sim plem en  
te a una aparen te  dism inucion de sitios activos p a ra  el sus tra to  por el 
hecho de es ta r ocupados p o r el inhib idor#
H em os vis to con a n te rio rid a d  que la A T P a s a  soluble p resen  
ta un cambio de pendiente en la represen tac ion  de H i l l , a una concen­
tracion  de sustrato  proxim o a la K m , L o s  g râ fico s  de la p résen te  F i g . 
tam bién tienen ese  cambio de pendiente , pero las concentraciones de sus  
trato a que tiene lu g a r, van  desde 2 mM p ara  el control hasta 4 mM pa 
ra  la concentracion mas a!ta de in h ib id o r, pasando p o r con centrac iones  
in te rm ed ias  p a ra  A D P  0 ,4  y 1 ,2  m M , E sta  v a ria c io n  viene impuesta 
por el desplazam iento de la K m  a concentracion s u p e rio r de su s tra to , 
como consecuencia de la p érd id a  de afinidad p a ra  el mismo sustrato en
log
0
n=1,8
n=1,5n=1,7
n=1,2
0
log [S]
F ig , 59 -  O rd e n  aparente de reaccion de la A T P a s a  soluble con re s  
pec to al s u s tra to , p ara  concentraciones fijas de inh ib ido r. L a s  concen  
trac îo nès  de A O P  fueron : 0 ■* 0 2 ,4  mM*, A — A 1 ,2  m M j p —Û 0 ,4  mM  
y y 0 m M , Tod os los datos m ostrados fueron  obtenidos sin trips ina  
en m edio de re a c c io n .
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Pr'Ssencia del in h ib id o r,
L o  notable es que en ap a rie n c ia  p o r encim a del cambio de 
pendiente las re p re s e n ta c io n e s  de H ill se m antienen p a ra le la s , no sien  
do afectado su o rd e n  a p a re n te  de reac c io n  p o r las distirtt as  concentra  
clones de in h ib id o r.
S i es  to es c ie r to , p arece  logico p e n s a r que existen  dos t i-  
pos d iferentes de sitios ac tivo s  como ya hemos apu ntado a n te r io rm e n -  
te; que aquellos de m ayor coeficiente de in teraccion  tienen capacidad  
p a ra  f ija r  A O P  con una constante de afinidad sem ejante o m a y o r que 
la del sus tra to , de donde se d ériva  la inhibiciôn com petitiva del A D R ,  
y que los sitios restan tes no fijan A D R  o le fijan con una afin idad tan 
baja que dentro del e r r o r  exp erim enta l no se a d v ie rte  cam bio alguno 
en el orden  de re a c c io n .
Inhibicion de la A T R a s a  soluble por d ic ic lo h ex ilca rb o d iim id a .
D esd e  que H o llo w a y  y c o l. ( 191)  dem ostraron  que el dicicio  
hexilcarbod lim ida e ra  un potente inh ib idor p ara  la A T R a s a  de la m em - 
b ran a  m itocondrial in te rn a , en tan to que no a lte ra b a  la activ idad  de la 
form a soluble, fueron mu y num erosos los trabajos que se han d e s a r r o -  
llado a lre d e d o r de este todavfa extraho  in h ib id o r. R ublicac iones posterio  
re s  han venido a d e m o s tra r  que se fija a una p ro te in a  de la m em brana  
m itocondrial de peso m o lecu la r 10 ,000  ( 1 9 3 ) ,  que el D C C D  inhibe la 
fosforilacion oxidativa  irre v e rs ib le m e n te  reaccionando con un in term ed ia  
rio o con un com ponente de la m em brana esencial p ara  el funcionam ien
tode la m em brana ( 1 9 2 ) ,  que esa p ro te in a  es un pr'Oteolipido que acorn
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pana a las p artfcu las  O S - A T P a s a  de la m itocondria (194)  y que esa  
p ro te ina  puede a is la rs e  de las partfcu las  O S - A T P a s a ,  confirm andose  
su p e s o  m o lecu lar en 1 0 , 0 0 0  ( 1 9 5 ) .
E n  m îc ro o rg an ism o s  ha sido estudiado este inh ib idor también  
am pliam ente . L a  A T P a s a  unîda a la m em brana de S trep to co ccu s  faeca lis  
( 196 )  ha m anifesta do un com portam iento sem ejante a la de m itoco ndria , 
no apareciendo  afecta p o r el inhib idor la enzim a al estado so lub le .
E n  E . coli se ha com probado el efecto del D C C D  con A T P ­
asa ligada a la m em brana ( 112 )  y con la enzim a soluble ( 1 9 7 ) ,  no e n -  
contrandose d ife re n c ia  esen c ia l con respecto  a las aportaciones a n te r io -  
r e s ,
N u e s tro s  resu ltados con este inhib idor se resu men en la F ig .  
60 . U n a  vez m as la A T P a s a  al estado soluble se m uestra insensible en 
su activ idad  a la acciôn del D C C D .  U n a  concentracion 40 mM de inhibi 
d o r no afecta en absoluto ta actividad enzim atica de la A T P a s a  soluble  
de E . col i . S in  em b arg o , la enzim a ligada a la m em brana p résen ta  una  
extensa y rap ida inhibicion aun a concentrac iones mu y bajas de in h ib id o r. 
D C C D  0 ,4  mM inhibe un 55% de la actividad en z im atica , p ero  a p a r t ir  
de esa  concentracion nuevos y m ayor es au men to s de cantidad de inh iU  
dor no p ro d u cer cam bios de con sid erac i6n  a ju z g a r  por el lento descen  
so en la actividad de la e n z im a .
Més adelante d iscutirem os mas am pliam ente el m écanism e de 
inhibicion de la A T P a s a  asociada a la m em brana p o r el D C C D .  P o r
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F ig , 60 -  Inhibicion de la A T P a s a  de E .c o li p o r  d ic ic lo h ex ilca rb o d iim id a , 
El inh ib idor fué ahadido a! medio de reaccion  disuelto en 5 j^l de me ta no), 
E l metanol en estas cantidades no tenia efecto alguno so b re  la actividad  
en zim atica . L o s  datos es tan obtenidos en p resen c ia  de tr ip s in a * • - • A T P ­
asa unida a la m em brana; A -A  A T P a s a  so lub le . L a  activ idad esta r e f e  
rida a 1 mi de suspension de m em branas y a 1 ml de en zim a s o lu b ilîz a -  
da a p a r t ir  de la mîsma cantidad de m em b ran as .
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ah o ra  digamos que ta I com o se ha probado en A T P a s a  m itoco ndria l, 
y se ha sugerido en A T P a s a  de S trep to co ccu s  faecalis el D C C D  
inhibe la A T P a s a  asociada a la m em brana de E . coli reaccionando co 
v a le n te mente con una p ro te ina  de la m em brana bacteriana que de aigu * 
na m a n e ra  esta im plicada en la funcion h idro litica de la A T P a s a ,  a u n -  
que especfficam ente su accion esté d ir ig id a  a o tra  funcion de la mîsma 
A T P a s a  o de alguna prote in  a en e s tre c h a  re lac ion  genética o funcîonal 
con e lla  ( 198) *
L a  A T P a s a  soluble aislada de las p ro te in a  îm p licadas en 
la construccîôn de su entorno  en la m em b ran a , no ve afectada su ca  
pacidad h idro litica p o r la p re s e n c ia  del inhib idor en el medic de re a c ­
cion*
L a  az id a  de sodio es una sustancia profusam ente utilizada  
como inhibidor de activ idades e n z im atica s . L a s  actividades A T P a s îc a s  
mas estudiadas de m îcroorgan ism os son inhîbîdas p o r la az id a  *
L a  A T P a s a  de M ic ro  coccus lysodeîktîcus es înhibîda un 60% 
a concentracion de azida 0 ,1  mM ( 138 )  la de B a c illu s  m e g a te rîum ( 166 )  
y E s c h e ric h ia  coli ( 111 ,  112 ,  117) son también inhibidas en distinlos 
grado s  dependiendo de la concentracion  del in h ib id o r. N u e s tro s  résulta  
dos se presentan en la F ig .  6 1 . L a  inhibicion producida p o r la azida  
es dependiente de la concentracion de inhibidor llegando a un 70% de 
inactivacîon a concentracion  0 ,1  m M , P e ro  ya a concentraciones mu y 
b a jas , del o rden  de 5 uM orig inan una notable caida de ac tiv id a d . E lr
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F ig , 61 -  Inhibicion de la A T P a s a  de E .c o li p o r  N j N a .  T o d o s  los d a ­
tos fueron obtenidos en p resen c ia  de trip s in a . 1—a actividad enzim atica  
esta re fe rid a  a 1 ml de suspension de m em brana y a 1 ml de A T P a s a  
soluble procedente de la m is ma cantidad de m e m b ra n a s , A T P a s a
unida a la m em brana; A —»A A T P a s a  soluble.
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com portam iento de la A T P a s a  frente a la azida es Independîente del es  
tado en que se la ensaye ya unîda a la m em brana ya so lu b ilizad a .
L a  ouabaina es un glîcosido cardiotonico y un poderoso  in -
. + X
h îb idor de la A T P a s a  dependiente de N a  y K  , S u  capacidad de a so 
ciaciôn y disociacion de la enzim a v a r ia  con las especies en que se es  
tudie y aun con los tejidos ( 1 9 9 ,  200)  y su m ecanism o de inhibicion pa  
re c e  e s ta r  re lac ionado  con una reduccion  de la d iferencia  de energ îa  
conform acional e n tre  la 'fo rm a  fosforilada y la no fosforilada de la e n ^  
ma ( 2 0 1 ) .
Cuando hemos estudiado esta  sustancia como posîb le  inhibi­
dor de la A T P a s a  de E .  c o l i , los resu ltados fueron totaimente négati­
ves . N i la enzim a unida a la m em brana ni la soluble a lte ran  en absolu  
to su actividad p o r  la p re s e n c ia  del g licosido. M u e s tra s  incubadas du­
rante 30 min a 37QC con la ouabaina y pos terio rm ente  ensayadas en 
condîciones n o rm a le s , tam poco m o straro n  pérd ida  alguna de ac tiv id ad .
N u e s tro s  resu ltados dem uestran  que la A T P a s a  de E .c o l i  
no es inhibida p o r la o u ab a in a; estableciendo una d iferencia m as en tre  
funciones de A T P a s a  de distîntos o r ig e n e s . D ife re n c ia  que es comprejn  
sible si tenemos en cuenta que la A T P a s a  activda p o r N a ^  y K*^ nece  
si ta ten er K"** en el sitio del K"*" p a ra  que la enzim a libéré  el fosfato que  
ya ha sido h id ro lizado  del A T P  ( 202)  y que la ouabaina se fija a la 
A T P a s a  en el sitio del K"** compitiendo parc ia lm ente  con el cation ( 2 0 3 ) .  
P o r  consiguiente los distintos m écanism es de re a c c io n , im puestos p o r
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las d ife ren tes funciones de la A T P a s a  activada p o r N a^  y K ‘*'yde las  
A T P a s a s  b a c te ria n a s , son las responsab les de la capacidad inhibido- 
ra  de una sustancia como la ouabaina o de su fa I ta de p o d er inh ib ido r.
L a  oligom icina y cOmpuestos re lac ionados como la rutam ici 
na son inh ib idores trad ic ionales  de la A T P a s a  m itoco ndria l, aunque 
su capacidad inh ib idora  no es total ; depende de la p resencia  de una 
protefna de peso m olecu lar 1 8 .0 0 0  ( 2 0 4 ,  2 0 5 ) .  E s ta  p ro te ina a comp a 
ha a la A T P a s a  en la fn em b ran a  y en algunas fracciones particu ladas  
solubles confiriéndole en ta I caso sensib ilidad a la o ligom icina, pero  
puede s e p a ra rs e  de la en z im a  con lo que la A T P a s a  p ie rd e  esa s e n ^  
b ilid ad .
E n s a y o s  efectuados con la A T P a s a  de E .c o li no dieron nin 
gun resultado pos itivo . L a  enzim a soluble y la asociada a la m em bra­
na no m ostraron  ninguna d ife ren c ia  de com portam iento con respecto a 
la o ligom icina, siendo am bas com pletam ente insensib les a su accion . 
D esconocem os la razon  que ma rca  esta d ife rencia  entre la A T P a s a  
m itocondrial y las A T P a s a s  b a c te ria n a s .
B e c  to__c^ Ja_ ^ em g e ra tu r ^  _en_ Ja_  ^ F P a ^
E l estudio del efecto de la tem p era tu ra  sobre la velocidad  
de reacc io n  de una enzim a puede a b o rd a rs e  desde dos puntos de v is ­
ta d ife re n te s . L o s  cam bios de velocidad pueden s e r  debidos a a lte ra -  
ciones en la estabilidad de la protefna o bien a efectos producidos so­
b re  la mi s ma reacc io n  e n z im atica .
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L a s  a lte rac îo n es  en la estabilidad estàn fntimamente ligada s 
a la desnatura lizac îon  p ro te ica  por el c a lo r ,  m ien tras  que las v a ria c io  
nés de la velocidad  de reac c io n  pueden tener m ultiples cau sas : cam bios  
en la velocidad de ro tu ra  del com ple jo , en la afin idad e n z im a -s u s tra to , 
en las  funciones de p H .
L a  F ig ,  62 p ré s e n ta  la estabilidad de la A T P a s a  trente al
increm ento  de tem pe r a tu r a . To d as  las m uestras se m antuvieron du ra n
0
te una hora a las tempe ra tu ra s  ind îcadas , se llev a ro n  a tem pera  tura  
am biante y se e n s a y a ro n . L o  mismo la A T P a s a  asociada a la mem­
b ra n a  que la soluble m uestran  una pequeha elevac ion  en su actividad  
como efecto de las tem pera tu ra s  de incubacion . E s  posible que este am  
biente sea  debido a una acciôn de la tempe ra tu ra  sob re  la mis ma e n z i­
m a, concretada en pequehos cambios de conform aciôn o de ionizaciôn  
que son ir ré v e rs ib le s  al c a m b ia r  la te m p e ra tu ra , o bien en cam bios  
m ayo re s  que son ré v e rs ib le s  pero  no totaim ente. O tra  posibilidad e n -  
c o n tra r îa  su apoyo en la acciôn de la tem pera tu ra  sobre las protein a s 
re lac ionadas de alguna m an era  con la A T P a s a  o incluso s o b re  otros  
com ponentes no proteicos que acom pahan a la en z im a  en la m em brana  
y en el estado so lu b le , U n a  te rc e ra  posibilidad que pre lenda una exp|î 
caciôn basada en la su ma de los efectos p a rc ia le s  de las dos a n te r io -  
r e s ,  s é r ia  p e r  fee ta mente aceptables ya que el efecto de la tem pera tu ra  
no debe estar restring ido  a ningun tipo concrete de com ponentes b io lô -
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F ig .  62 -  E stab ilidad de la A T P a s a  de E .c o li en funcion de la tem­
p e ra tu ra *  M u estras  de suspension de m em branas y fraccion soluble 
se pusîeron  duran te  una h o ra  a las tem p era tu ras  ind icadas. A  con ti- 
nuacion se llevaron  a 0 2 C  y 22 GC re s p e c tiv a m e n te , y se ensayo la 
actividad con alicuotas de estas m uestras  segun las condicîones n o r­
males de ensayo . l_a activ idad esta dada por ml de suspension de 
m em branas o p o r m! de A T P a s a  soluble co r respond! en te a 1 ml de 
suspension de m em branas . L a  A T P a s a  unida a m em brana fué d e te r -  
m înada. o^O  sin trips ina , # # con trip s in a . L a  soluble fué e n s a -
yada A - A  en ausencîa de trip s in a , A - A  en p resencia  de trip s in a .
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P o r  encim a de 40 fîC  ex iste  una d ife re n c ia  rad ica l en tre  la 
A T P a s a  soluble y la asociada a la m em b ran a . A q ue lla  p ie rd e  b rusca  
mente su actividad alcanzando una activ idad  nula a lre d e d o r de los 50 ^ C ,  
m ien tras  que la unîda a la m em brana conserva  su capacidad de h id ro -  
lisis total o increm éntada ha s ta los 53JÛC, E l com portam iento de am bas  
fo rm as de A T P a s a  a a ltas tem p era tu ras  es el n o rm al de todas las e n -  
z im a s . A  p a r t ir  de una determ înada tem p era tu ra  que con pocas e x c e p -  
ciones (206)  es  inferior# a 70 ^ C , todas las en z im as  se inactivan ra p i­
de m en te por d es n atu ra lizac îo n  de la p ro te in a . A h o ra  bien en nuestro ca  
so hay  una d ife re n c ia  e n tre  el estado soluble y el asociado a la m em ­
b ra n a , para  la m is ma e n z im a . D ife re n c ia  que puede s e r  debida a dos 
ra z o n e s . L a  en zim a soluble esta p riv a d a  de su medio n atu ra l y una de 
las consecuencias que lo acusan  es su m ayor sensib ilidad a la accion  
de la te m p e ra tu ra ,
O tra  explicaciôn atribuye la caida de actividad de la enzim a  
soluble a un efecto de p ro teo lis is , efecto que p o d ria  s e r  m as intenso en  
la A T P a s a  soluble a causa de la solubilizacion de la p ro teasa  o que en 
igualdad de condicîones se m an ifestaria  mas e fic az  debido a que la m em  
b ran a  total tiene una concentracion de proteina mu y s u p e rio r  a la f r a c ­
cion so lub le . S in  em bargo creem o s que si e x is tie ra  p ro teo lis is  en la 
m e m b ra n a , la activ idad enzim atica  de la A T P a s a  co m en zaria  a acu sa£  
lo al mismo tiempo que la soluble aunque mas le n ta mente#
L a  activ idad A T P a s ic a  de la enzim a asociada a la m em bra  
na y de la so lub le , para  distintas te m p e ra tu ra s , se m uestra en las F ig s .  
63 y 64 respect! va m ente. L a  curvas  indican la re lac ion  e x i s t n ' e  en tre
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F ig , 63 -  A c tiv id ad  enzim atica de la A T P a s a  com o efecto de la tem­
p e ra tu ra  de e n s ayo . L a s  m uestras fueron p re p a ra d a s  a 0 con to­
dos los com ponentes de la reaccion e in media ta mente incubadas a las 
tem p era tu ras  exp re sad a s  en la g ra fic a . L a s  activ idades estan  dadas  
como en la F ig ,  a n te r io r . L a  A T P a s a  unida a la m em brana fué d e -  
te rm in ad a , O - ' O  en ausencîa de tr ip s in a , • - • e n  p re s e n s îc a  de 
tripsina •
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F ig , 64 -  E fecto  de la tem pera tu ra  en la actividad de la A T P a s a  so ­
luble de E .c o li , L a s  condicîones de ensayo fueron  idénticas a las de  
la F ig ,  4 0 , L a  actividad esta exp resad a  por ml de fraccion soluble co  
rre s p n d ie n te  a 1 ml de suspension de m em b ran a s , E l ensayo fué hecho  
sin trips ina  0  -  0  , y con e lla  •  — # ,
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la activ idad  enzim atica  y la tem p era tu ra  del medio de re a c c io n . E s ta  
re lac io n  puede e x p re s a rs e  num éricam ente m ediante dos p a ra m e tro s , 
el coeficiente de tem p era tu ra  ( Q t o )  Y energ ia  de activacion ( E ) ,
E l coeficiente de tem p era tu ra  ( Q i q ) se  define com o el fac to r en que 
se increm ents la velocidad cuando se elevan 10 S C  la tem p era tu ra  de 
re a c c îé n . P a ra  las reacc îo n es  enzim aticas  su v a lo r  esta com prendido  
e n tre  1 y 2 , en to do caso in fe r io r  al de las reac c io n es  no cata lîzadas  
o cata lîzad as  con catalizfedores no enzim âticos ( 1 7 3 ) .
L a  e n e rg îa  de activacion ( E )  es una constante em p îrica  de 
ducida de la ecuacion de A r rh e n iu s , que re p ré s e n ta  la e n e rg îa  que las  
m oléculas reaccionantes tienen que a d q u ir ir  p a ra  re a c c io n a r en las con 
dicîones a que estén so m etid as . E s ta  constante de A rrh e n iu s  no e x p re  
sa la v e rd a d e ra  entalpia de activacion ( 207)  obtenida de acu erd o  a la 
teo rîa  de las ve locidades absolutas de reaccion ( 208 )  pero  re p rés en ta  
una buena aprox im acion  de aquél p a ra m é tré  te rm o d in am ico , con un e x -  
ceso valorado p o r té r  mi no medio en 600 ca l.
L o s  datos de las g raficas que term inâm es de p re s e n te r  m ues  
tran  el resultado d e , al m enos , dos efectos distintos de la te m p e ra tu ra . 
In ic ialm ente la velocidad de reaccion se increm ents a la p a r  que c r e -  
cen las tem p era tu ras  del m edio de re a c c io n . E s t e  efecto es e jerc ido  
recta  mente so b re  las velocidades de reaccion  e n z im a tic a , sin que sepa  
mos con exactitud qué paso del m ecanism o de h id ro lis is  del A T P  esta  
mas afectado p o r  el aumento de te m p e ra tu ra . M as  ta rd e , a p a r t ir  de 
45 Û C , al increm ento  de velocidad h idro lîtica  se superpone la in ac tiv a -
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ci6n de la enzim a p o r el c a lo r ,  Inactîvacîén que vîene im puesta por una  
destrucc ién  o d esn atu ra lizac îo n  probablem ente ir re v e rs ib le  de la p ro te î-  
n a . E n  todo caso tîempos de incubacion de un h o ra  d e te rm inan una p é r  
dida ir re v e rs ib le  de ac tiv id ad .
E s  de notar que no existen d ife renc ias  sustanciales de corn 
portam iento e n tre  la enzim a soluble y la asociada a la m em brana en 
cuanto a la accion in ac tivad o ra  del c a lo r ,  como o c u rr îo  al t ra ta r  de la 
estab ilidad . '
E s ta  d ife rencia  puede s e r  debida a los largos tiempo s de in 
cubacion em pleados en el estudio de la estab ilidad , en com paracîon con  
los c o rto s  (5  m i n . )  del m edio de re a c c io n . U n  periodo c o r  to de incu ­
bacion puede no s e r  suficiente para  una desnaturalizacîon de la p ro te i­
na a una determ înada te m p era tu ra  o p a ra  una destruccion p ro te o litîc a . 
T am b ién  es posib le que la p resencia  del sustrato confiera a la enzim a  
soluble una m enor sensib ilidad al c a l o r ,  necesitandose tem pera  tu ra s  m as  
e levad as  p ara  la in activac îo n . Bond ( 1 5 7 )  ha encontrado que la A T P ­
asa de e ritro c ito s  hum anos, exp érim enta  cam bios conform acionales en
p re s e n c ia  de Mg^*^ y de Ca^***, y es to s cambios se traducen en tre  o tro s  
efectos , en un increm ento  de la susceptib ilidad de la enzim a a la in a c -
tivacion té rm ic a . N u es tro s  resultados no pueden confirm a r  esta a f irm a -
c io n .
M u e s tra s  de A T P a s a  soluble y unida a la m em b ran a , incu­
badas durante una hora en p resenc ia  de Mg^"*” a la concentracion del 
medio de ensayo y en ausenc îa  del c a tién , no m ostraron  d ife ren c ia
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a lg u n a , salvo la ya apuntada de una m as rapida inactivacîon de la fra c  
ciôn so lub le .
L a  inactivacîon de la enzim a p o r el c a lo r  es en todos los 
casos mu y ra p id a , lo que im plîca un alto coeficiente de tem p era tu ra  de  
inactivacion totaim ente co m p arab le  al coeficiente de desnaturalizacîon  
térmica de las p ro te în a s . L a  ir re v e rs ib ilid a d  de esta inactivacion nos 
ha im posibilitado el calcule de las constantes term odinam icas p a ra  la 
desnatu ra lizac îon  de la A T P a s a  de E . c o li.
S w e e tm a n  y col ( 209 )  estudiando reac c io n es  con aco p la -  
miento de e n e rg îa , enco n tra ro n  una rep res en tac io n  de A r rh e n iu s  pa­
ra  la A T P a s a  de E .c o li unida a pequehas p a rtîc u la s  de m em b ran a , 
con una doble pendiente cuyo punto de discontinuidad se encontraba  
en 1 8 , 8  f i C,  L a  energ îa  de activacion p o r debajo de ese punto e ra  de 
3 3 , 3  K  ca l/m o l y p o r encim a de 9 ,7  K c a l/m o l.  L o s  resu ltados obtenî 
dos p o r  D avies  y co l, ( 1 1 8 )  con la mi s ma enzim a de E .c o l i  solubili­
z a d a , son bas tan te d istintos. Dentro  del in tervalo  de tem p era tu ra  estu­
diado existe solo una pendiente con una energ îa  de activacion de 20 , 7  
K c a l/m o l .
E s ta  d iferencia  de com porta mi en to s nos movio a in tenta r  una  
c o rre la c io n  e n tre  ambos d a to s . N u e s tro s  resu ltados se p resen tan  en 
las F ig s .  65 y 6 6 . L a  F ig .  65 m uestra  la rep resen tac io n  del log, de 
la ve locidad  in ic ial de reac c io n  trente al inverso de las tem p era tu ras  
absolu tas de reacc io n  p a ra  la A T P a s a  de E .c o li  asociada a la m em -
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F ig , 65 -  R epresentac ion  de A rrh e n iu s  para  la A T P a s a  unida a la 
m em brana de E .  c o li, E n  ordenadas se ha pues to el log de la velocidad  
de h idro lis is  del A T P  y en abscîsas los inversos de las tem p era tu ras  
absolutas de incubacion. L a s  graficas m uestran un cambio de pendiente  
a lre d e d o r de 1 8 S C ,  tanto en ausencîa 0 -  0 , como en p re s e n c ia  de 
tripsina •  ~  •
39,8 12,7
log V 11,4 Kcal.
9,9 Kcal.
3,2 3,3 3,4 3,5 3,6
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F ig *  66 -  R epresen tac ion  de A rrh e n iu s  para la A T P a s a  so lu b le . L a  
e xp erien c ia  fué rea liza d a  en idénticas condiciones que la de la F ig .  65  
L o s  resultados no evidencian cambio de pendiente a lo largo  de las 
tem p era tu ras  estud iadas. 0 - 0  actividad ensayada en ausencia  de 
tr ip s in a , # - •  con trips ina en el m edio de re a c c io n .
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b ra n a  bacteriana y la F ig .  66 p résen ta  una exp e rie n c ia  s im ila r  re a liz a ­
da con A T P a s a  so lub le. L o s  datos obtenidos estan  de a c u e rd o  con los 
a n te r io re s  y los com plem entan . L a  A T P a s a  unida a la m em brana da lu 
g a r a una represen tac ibn  de A rrh e n iu s  con dos pendientes encontrando  
se la tem pera tu ra  de cam bio a lre d e d o r de I S f iC .  L a  e n e rg îa  de activa  
cion p o r debajo de ese punto fué ca lcu lada en 3 0 , 5  K c a l/m o l,  y por en  
cima en 9 ,8  K c a l/m o l.  L a  A T P a s a  soluble da lu g a r a una sola pen­
d ien te , S u  en e rg îa  de activacion es un poco distinta segûn se  trate de 
la en z im a  ensayada en p re s e n c ia  o ausencîa  de trip s in a . C o n  la p ro tea  
sa en el medio de reaccion  la en erg îa  de activacion fué determ înada en  
unas 1 1 , 4  K c a l/m o l y sin la tripsina en 9 ,9  K c a l/m o l.  E s ta  pequeha  
d ife ren c ia  puede resp o n d er al efecto de la tem p era tu ra  s o b re  la tr ip s i­
na y m ediatam ente sob re  la A T P a s a  so lub le . L a  dificultad de no encon  
t ra rs e  esta d ife re n c ia  en la enzim a unida a la m em brana puede no s e r  
sign ificative , p o r cuanto la concentracion  de p ro teîna , su s tra to  de la 
tr ip s in a , es mue ho m ayor en la m em brana que en la fracc ion  soluble, 
lo que o rig în a rîa  d ife ren c ias  en la e n e rg îa  de activacion mu y pequehas  
que c a e rîa n  dentro  del e r r o r  e x p e rim e n ta l, N u e s tro s  hallazgos p ara  la 
A T P a s a  unida a la m em brana con cuerdan  en absoluto con los obteni­
dos p o r  S w eetm an  y co l. ( 2 0 9 ) ,  sin em bargo la energ îa de activacion  
que nosotros hem os calculado p ara  la enzim a soluble es bastante infe­
r io r  a la hallada p o r D a v ie s  y col ( 1 1 8 ) .
L a  existencîa de enzim as con una rep resen tac io n  de A r rh e n iu s  
com puesta de dos pendientes distintas y p o r consiguiente con dos e n e r -
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gias de activacion d iferentes ha dem ostrado s e r  un hecfio bastante gene  
ra lizad o  cuando se trata de enzim as asociados a sistem as m e m b ra n o s o s . 
A T P a s a  activada p o r N a ^  y de m icrosom as de c e re b ro  ( 210 )  p r é ­
senta dos iineas re  etas que se c ru za n  a 20 S C  con en erg îas  de a c tiv a ­
cion de 30 K c a l/m ô l p o r debajo de cam bio de pendiente y 15 K c a l/m o l  
po r en c im a . C uando la p re p a ra c io n  se trata con fosfolipasa A ,  la r e ­
presentacion de A rrh e n iu s  da una sola pendiente con en e rg îa  de activa  
ci6n 30 K c a l/m o l,  A T R a s a  activada p o r Na"^ y K*** de rihôn de co rd e  
ro m u estra  un cam bio a 20 Ô C  con una energ îa  de activacién p o r encî 
ma de esta tem p era tu ra  de 1 5 , 2  K c a l/m o l y p o r debajo de 3 2 , 6  K c a l /  
mol ( 2 1 1 ) .  L a  A T P a s a  m itocondria l de hîgado de rata  tam bién m ues­
tra  una discontinuidad en la rep resen tac io n  de A rrh e n iu s  a lre d e d o r  de 
23; S C  ( 2 1 9 ) ,  L a s  en e rg îas  de activacion son de 29 K c a l/m o l y 8 K c a l /
mol segûn se tra te  de tem p era tu ras  in fe rio re s  o s u p e rio re s  a la zona
de cam bio de pendiente .
N o solo las A T P a s a s  estén afectadas p o r estas d icontinui- 
dades en las re p re s e n ta c io n e s  de A r r h e n iu s , o tra s  enzim as asociadas  
a m em branas presen tan  idénticas c a ra c te r îs t ic a s . L a  succîn ico oxîdasa  
m itocondrial tiene un cam bio de pendiente a 17 ^ C  ( 2 1 4 ) ,
L a  in te rp re tac io n  de este fenomeno am pliam ente extend ido ,
tam bién se ha ido g e n e ra liza n d o , L o s  lîpidos de la m em brana p re s e n ­
tan a bajas tem p era tu ras  una e s tru c tu ra  L p  , que con el increm ento  
de tem p era tu ra  llega a p e r d e r  su r ig id e z  debido a la fusion de los ]î
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p îd o s , dando lu g a r  a una e s tru c tu ra  conocida com o m enos rig îda
y o rd en ad a  que la , E l  punto de fusion va a depender de la n atu - 
ra le z a  de los lîp idos. L a  cantidad de e s te ro le s , la longitud de las c a ­
denas p a ra fîn ic a s , su grado  de in sa tu rac io n , conform aciones trans en  
los dobles en laces /  son fa c to res  que de te r  minan un increm ento positi­
vo en el punto de fusion ( 2 5 ) .  Com o consecuencia de es to , las en z i­
mas se encontre ra n  en una situacion fîs ica mu y distinta p o r debajo del 
punto de fusion de los Kpidos que p o r  enc im a. E llo  los lleva I6gicam en  
te a una a lte rac io n  en la e n e rg îa  de activacion .
L a  coincidencia e n tre  el cam bio de continuidad en la r e p r e ­
sentacion de A r rh e n iu s  y la tem p era tu ra  de fusion de los lîpidos ha si 
do con firm a do en algunos c a s o s . K im e lb e rg  y col ( 215)  dem ostraron  
que p re p a ra c io n e s  des lip id izadas de A T P a s a  activada por N a ^  y K ^ ,  
eran  activada s p o r dipalm itoil fosfatid iig licerol con una m axim a actividad  
cuando las cadenas p ara fîn ic as  estaban mas flu id as . L a  rep resen tac io n  
de A r rh e n iu s  presentaba una discontinuidad a 32 S C  que coincide con 
la tem p era tu ra  de fusion de los fcsfolipidos ah ad id o s . G ris h a m  y co l. 
( 211 )  encontra ro n  que el cam bio de en e rg îa  de activacion p a ra  la A T P ­
asa activada p o r N a ’*’ y K"*" de rihon de c o rd e ro , coincîdîa exactam ente  
con la fusion de los lîpidos de la m em brana estudiada con m arcad o res  
de s p in .
E n  conclusion las  transîc iones te rm o trop îcas  que tienen lu­
g a r en la region hidrofobica de los lîpidos de m em brana de E .c o li son
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las responsab les  del cam bio de e n e rg îa  de activacion que o c u r r e  a 
1 8 ^ 0 ,  en la A T P a s a  unida a la m em b ran a . M ie n tra s  que la A T P a s a  
so lu b le , desprovis ta  en su m ayo r p a rte  de lîp idos, no p ré s e n ta  ese  
cam bio de e n e rg îa  c a ra c te rîs tic o  de enzim as asociados a m em b ran as*
F iia c io n  de A T P  a la A T P a s a
L a  fijacion de A T P  a la A T P a s a  de E .c o li  fué estudiada  
en sus dos estados de particu lada  y so lub le . L a  F ig ,  67 m u estra  los 
resu ltados de la fijacion a la A T P a s a  asociada a la m e m b ra n a . L a  re  
presentacion  de S c a tc h a rd  ( 181)  da lu g a r a dos pendientes cuyas cons  
tantes de d isociacion son 8 . 10” ® M a bajas con centrac iones de A T P ,  
y 4 , 3  . 10"? M a altas c o n c e n trac io n es . L a  fijacion parece  s e r  un fe -  
nômeno independiente de la p resen c ia  de M agnesio puesto que exp erien  
cias efectuadas con el cation en el m edio de reac c io n  no se  d îfe rencian  
ap a re n te  mente de é s tas . E l v a lo r  de estas constantes co n cu erd a  con 
otros  encontrados p o r d ife ren tes  investigadores p a ra  fijacion de A T P  
a la A T P a s a  dependiente de Na"^ y H e g y ra v y  y col. ( 2 3 7 )  y N o rb y  
y c o l. ( 238)  obtuvieron constantes de disociacion 0 , 2 2 j j M  y 0 , 1 2 j a M  
respectivam ente aunque con la d ife ren c ia  de que es to s au to res  encontra  
ron un solo tipo de afinidad p a ra  el A T P .
E x p e rie n c ia s  de fijacion de A D P  a A T P a s a  m itocondria l r in  
dieron  unos resu ltados bastante s im ila re s , H ilb o rn  y col. ( 2 3 9 )  encon­
tra ro n  dos sitios con afin idades distintas en p re s e n c ia  de Mg^'*', E l sitio  
de m a y o r afinidad tenîa una constante de disociacion 0 ,2 8 jj. M m ientras  
que p a ra  el de m enor afin idad la ^<d\s e ra  4 7 y  M .
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F ig , 67 -  R epresen tac ion  de S c a tc h a rd  para la fîjaciôn de A T P  
a la A T P a s a  asociada a la m em b ran a . E n  o rd en ad as  se r e p r e -  
sentan moles de A T P  fijada a la A T P a s a  divididos por m oles de 
A T P  lib re  en el medio de reaccion y en abscisas moles de A T P  
fijadoso E l medio de reacc ion  con tenia 1 mg de proteina de mem  
b ran a  y cantidades c rec ien tes  de A T P  -  L a s  de mas condi­
ciones se encuentra  en M a te ria le s  y M étodos,
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F ig , 68 -  F ija c io n  de A T P  a la A T P a s a  soluble de E . c o l i . L a  
representacion  de S c a tc h ard  presents una c la ra  cooperativ idad  po 
sitivao E l medio de reaccion contenia 0 ,5  mg de proteina so lu b le .
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F ig , 68 -  F ija c io n  de A T P  a la A T P a s a  soluble de E . c o l i . l_a  
re p re s e n ta c io n  de S c a tc h a rd  présenta una c la ra  cooperativ idad  po 
s itiv a , E l medio de reaccion  contenfa 0 ,5  mg de proteina so lu b le .
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L a  ausencîa de debîlitaba la fijacion ai sîtîo de m ayor
afînîdad pero dejaba inalterado  el segundo ,
L o s  resuitados de C attenall y co l, ( 2 4 0 )  p resen tan  una K ^ ig  
p ara  la fijacion de A D P  a la A T P a s a  m îtocondrîa l en ausencîa  de Mg^"^ 
0 . 9 4  JJ M .
L o s  traba jos  de fijacion de A D P  fueron re a liza d o s  con 
A T P a s a  p urifîcad as has ta ho mogenei z a c io n .
N u e s tro s  resu itados de fijacion de A T P  a la A T P a s a  so­
luble se p resentan  en la F ig .  68 . L a  rep resen tac io n  de S c a tc h a rd  da 
lugar a una g ra fic a  con neta cooperativ idad  p o s itiv a . L a  constante de 
disociacion es 5 , 6 .  10” '^ M , muy se me jante a la de la A T P a s a  ligada 
a la m em b ran a . E s ta  e x p e rie n c ia  fué hecha en ausencia de si
bien la inclusion de! cation no parece  a lte ra r  los resu itad o s .
L a  cinética de saturacion de sustrato expuesto m as a r r ib a ,  
en cu en tra  una con sid erab le  confirm acion en estos hallazgos* L a  A T P ­
asa asociada a la m em brana sug ena la p rese n c ia  de dos sitios para  el 
sustrato  con afin idades d is tin tas , cosa que los estudios de fijacion c o rro  
b o ra n , S in  e m b a rg o , debem os notar que el p ro b lem a de la heterogeneidad  
de sitios o la coo perativ idad  negativa no esté re s u e lla .
L a  A T P a s a  soluble fija A T P  siguiendo una c inética  que im -  
plica cooperativ idad  positiva en tre  los s it io s , lo que también concuerda  
con la cinética de velocidades in iciales p a ra  el s u s tra to . D e  es to pode 
mos con clu ir que ,  a p e s a r de cortas d ife renc ias  que cornentarem os
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mas ta rd e , los estudios de fijacion son una buena confirm acion de los 
datos de cinética de velocidades in ic ia les  que antes he mos com entado.
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D IS C U S IO N
L o s  com ponentes que in tegran  la es tru c lu n a  de una mem­
b ra n a  ce lu la r estan especificam ente definidos p o r su re lac ion  con los 
res tan tes  com ponentes y p o r  su funcion. L a  a rq u ite c tu ra  de la mem
b ran a  no es c a 6 tic a , sino a I ta mente o rd e n a d a , den tro  de la libertad
0
que cada una de sus p a rte s  necesita p a ra  la m islon que le cumple -  
d esem p en ar en el todo.
E s  to im plica que cua lqu ier m anipulacion con la m e m b ra n a , 
aunque sea m uy su ave , puede a lte ra r  las condiciones que envuelven  
una enzim a d e te rm in ad a , y cam b iar lig e ra  o drasticam ente  sus propie  
dades funcionales y m o le c u la re s .
Ten ien do  en cuenta estas lim itaciones he mos em prendido -  
el trab a jo  de s o lu b iliza r la A T P a s a  de E .c o l i , utilizando metodos sua 
ves de solubilizacién en dos p re p a ra c io n e s  de m em branes con c a ra c -  
terfs  ticas distintas ; las que hemos llam ado vesfcu las  y las denom ina- 
das sim plem ente m e m b ran a s , E l motivo de u s e r las ves îcu las y las -  
m em b ran es  en e x p erien c ia s  idénticas se desprende de lo que acaba^  
mos de d e c ir . L o s  métodos de p re p a ra c iô n  de unas y o tra s  son d is -  
tintos; el rendim iento final de protefnas es d îfe re n te ; la m orfologîa -  
m u estra  que los cam bios o c u rrid o s  duran te  la e laborac ion  de vesTcu- 
las y m em branas han afectado de modo desigual a los dos s istem as.
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E s ta  patente d ivensidad de efectos o b s ervab les  p u d îe ra  e x p re s a rs e  a
nîvel m olecu lar en a lte ra c îo n es  funcionales de algunos enzim as  como
po r ejem plo la A T P a s a .  N u e s tro  in te ré s  al e la b o ra r  un nuevo tipo de
p re p a ra c iô n  de m em branas se c ifrab a  esencîalm ente en la obtencion de
una m em brana plasm a tica de E .c o l i , que no hubiese si do fragm entada
en las m anipulaciones de p re p a ra c iô n , que estuv iese  en su m ayorîa  M
b re  de contam inantes de la envoltura c e lu la r y que co n servase  al m a -
0
ximo su in tegridad natîva , Condiciones to das es tas  que, p a re c e n  h ab er  
sido logradas en g ran  p a r te .  S in  em b arg o  cuando com parâm es el corn 
portam iento de m em branas y vesîcu las p o r lo que alahe a la enzim a  
objeto de nuestro estudîo, no obtuvim os d ife renc ias  dignas de s e r  r e -  
s e n a d a s . S o rp ren d en tem en te  las g ran d es  d ife re n c ias  m orfo l6g icas no -  
estaban acom panadas de cam bios c ia ram en te  significatives p o r  lo que -  
resp e c ta  a las p rop iedades de la A T P a s a .
Un aspecto de notable in te ré s  re lacionado con los dos tipo s 
de m em branas que co m p arâm es es la orientacion de las m îsm as . L a  
fragm entacion de la m em brana durante la lisis y la subsiguiente fo rm a-  
ciôn de ves îcu las con los frag m en tes , podrîa  d a r  lugar a una inversion  
de la m em b ran a , de tal m a n e ra  que las ves îcu las tuvieran la c a ra  in ­
te r io r  de la m em brana b ac te rian a  hacia el e x te r io r ,  K ab ack  (116)  a f ir  
ma que no es significative el num éro de ves îcu las  Invertidas como se  
d esprende  de estudios m icroscop icos de c rio c o rro s io n  y de contraste  
de fase o b servab les  duran te  la lîs is .
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E stud ios mas re c ie n te s  ( 21 6 )  han venido a c o r r o b o re r  en  
p a rte  este a s e r to , V e s îc u la s  obtenidas medîante sonîcacion y tratam ien  
tos m ecanicos se encuentran  esencialm ente in v e rtid a s , S in  em b arg o , 
las obtenidas p o r la accion sim ultanea de E D T A  y lisozim a solo p a r -  
c ia lm ente  han su frido  la in v e rs io n . E s te  hecho puede s e r  exp licative  
de la ausencîa de c a ra c te rîs tîc a s  d ife ren c ia les  e n tre  la A T P a s a  de ve  
s îcu las  y la de m e m b ra n a s . A m bas co n servan  su disposicion n a tu ra l, 
al m enos de fo rm a m a y ô r ita r ia , y la m ayo r fragm entacion o c u rr id a  en 
las ves îcu las  no ha ocasionado a lte rac îo n es  détectables en la funcion de 
la A T P a s a  si la co m p arâm es con la estudiada en las m e m b ra n a s . P a  
re c e  l6gico p e n s a r que la multiple ro tu ra  de la m em brana y la élim ina  
ciôn de gran cantidad de p ro te în as  h ab ra n  dejado la A T P a s a  asociada  
a las vesîcu las m as expuesta y accesib le  a cu a lq u ie r tipo de cem ponen  
te que pueda in te ra c c io n a r con e lla . P o r  esta ra z o n  I as pequehas d i­
fe re n c ia s  encontradas son facilm ente exp licab les teniendo en cuenta el 
m en er rendim iento protéico que lograbam os en la p rep a ra c iô n  de v e ^  
culas y la m ejor exposiciôn que debe p re s e n te r la A T P a s a  tante a su 
propio  sustrato como a los agentes de so lub îlizac iôn .
L a  solubîlizaciôn selective de la A T P a s a  ha sido estudiada  
sistem aticam ente en ves îcu las  y m e m b ran a s . D iv e rs e s  activ idades e n -  
z im aticas  asociadas a m em branas y concretam ente A T P a s a s  han sido 
solub ilizadas m edîante repetidos  lavados con soluciones satinas de baja  
fu e rza  iônica ( 1 6 7 ,  168,  1 4 9 ) .  L a  A T P a s a  de E . coli no se  obtiene en 
form a soluble cuantitativam ente satis facto ria  cuando se ap lican  tratam ien
tos s im î la r e s .  E x is te  una c o n s id e ra b le  d i fe re n c ia  e n t re  la c a n t id a d  de 
e n z im a  so lu b i l iza d o  con T r i s  i 00 rn .V t y 3 miM; no obs tan te ,  en ningün 
c ' is o  la bajada de ia fu e rz a  iôn ica  y los lavados re p e t id o s  r in d e n  una 
a c î iv id a d  total de la A T P a s a  c o m p a ra b le  a la a c t iv id a d  de ia p ro te in a  
ligada a la- m e m b ra n a .  L a  c o n c e n tra c io n  de p ro te in a  en el m ed io  de 
s o lu b î l iz a c iô n  es  o t ro  -ac io r  im p o r ta n te .  De a c u e rd o  con A b r a m s  ( 138) 
la d i lu c io n  de la p ro te in a  de m e m b ra n a  fa v o re c e  la l ib e ra c iô n  de la en 
zi m a , p e ro  n un ca  has ta tal punto que podam es ' e x t r a e r  p ra c i ic a rn e n te  
toda la A T P a s a ,  E n  el m e jo r  de los  c a s o s ,  una ac t iv idad  total del 40 
6 el 50% de la a c t iv id a d  de la memlDrana p e rm a n e c e  unida a lo s  s e d i -  
man ios pesiGuaies»
E s te  c o m p o r ta  mi en to es in d ic a t iv o  de que las c o n d ic io n e s  
que  e s ta b i l i z a n  la a s o c ia c iô n  de la A T P a s a  a las  m e m b ra n a s  de iviic p o -  
r x' ’. i c j s  l i ; 9 j  , P e c i l . u s  n: j p G :e r i u m  ( iG? j  y 5 i r e p [o e G e c ' . i  6
fa e c a l is  (168) son  d is t in ta s  de las que  exîs îen  en E p c o l i . L a  A T P a s a  
de es te  g ra m  nega tivo  no se  une a la m.embrana e se n c ia lm e n te  a t ra v é s  
de o n ' e c e s  h id ro fô b ic o s , ni de ir te ra cc io :- ,e s  b 'n ' c a n  ;: i; .oies , le; : -
c iôn es tab lece  una  e s p e c if ic îd a d  de a s o c ia c iô n  que ileva im p lîc i ta  una es  
t ru c  lu ra  de m e m b ra n a  p a r a  E . c o i i  d is t in ta ,  al m enos  en a lg u n o s  a s p e c -  
[05. ce la e s t r  u c tu r  a g ra  m pos it i  v a .
L a  e x t ra o rc i in a r ia  c o n c e n tra c io n  de io n e s  Mg e n c o n tra d a  en
- l ie u s  l l ü O )  no s  h izo p e n s a r  quer ' c r n  .
los c a i io n e s  d iva  i an tes p ü d r fa n  c o n s t i tu i r  los pue n te s  fundamencales de -  
ur.iôn cl2  ia A h P a s a  de E . c c i i  con ia m arp ib rana . E n  e ie c to ,  los hecn o s
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com probaron  esta  suposicîôn , U n a  concentracion  de E D T A  3 mM ta m -  
ponado con b icarbonato  am onico al p rin c ip io , y p o s terio rm en te  con T r is  
50 m M , a pH  a lca lin o , rind io  los m a jo re s  re su itad o s . P o r  este medio 
obtuvim os una solubilizacion de A T P a s a ,  se lective  y p racticam ente to ta l. 
D esp u és  de la solubilizacion se o b s ervab a  un increm ento  eh la actividad  
total de la e n z im a , y la A T P a s a  soluble daba cuenta al m enos del 90% 
de las uni dades totales in c re m e n ta d a s . L a  actividad especîfica se e le v a -  
ba de 8 a 10 v e c e s  con respecto  a la actividad orig ina l de la enzim a  
unida a la m em b ran a . E s te  efecto e r a  conseguido con un solo lavado  
de las m em branas a concentracion de 1 mg de proteina p o r mil de lîqui 
do de extracc ion  y 0 ,5  m g /m l cuando se trataba de v e s îc u la s . L a  c a n ­
tidad de proteîna total so lub ilîzada con la A T P a s a  oscilaba e n tre  el 15 
y el 20% o en tre  el 25 y el 30%, segûn se u tiliz a ra  C O 3 H N H 4 o T r is  
resp e c tive  men te como tam pones de so lub ilizac ion ,
Todo esto es c la ra  men te conclusive de que la A T P a s a  de 
E ,c o li  esta asociada a la m em brana a través  de puentes form ados p o r  
cationes d iva len tes , en esp ec ia l m ag n es io , pues to que el E D T A  es un 
quelante especîfico de cationes m agnesio , P u d îe ra  suceder que ne tue­
ra  la A T P a s a  m olecu lar lo que nosotros so lu b ilizasem o s, sino la e n ­
zim a y algo m a s ,  întim am ente ligado con ellac E n  tal caso la accion  
de los cationes divalentes p o d rîa  no a fe c ta r  d irec te  mente a la A T P a s a ,  
S in  d e s c a r la r  esta posibiiidad podemos p re s e n te r  algunos hechos que 
la hacen menos probable: 1 L a  enzim a soluble centrifugada a 125000 x  g 
duran te  30 m in, da lugar a un sobrenadante to tal men te tra n sp are n te  que
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contiene toda la actividad enzim atica y a un sedim ento com puesto de lipi 
dos y o tras  p ro te în as  pero  sin ac tiv id ad . 2 . -  L a  fraccion soluble p r é ­
senta un com portam iento e lec tro fo ré tico  p a ra  la A T P a s a ,  tîpido de una 
p ro te în a  so lub le . 3 . -  L a  filtrac ion  p o r S ep h ad ex  G -2 0 0  o S e p h a ro s a  
4 B  p e r  mi te d e d u c ir  un peso m olecu lar aprôxim ado de 3 0 0 ,0 0 0  daltones  
que co inc ide , en g e n e ra l, con el de o tra s  A T P a s a s  purificad as ( 171 ,  
172,  1 7 0 ) ,  4 , -  E l anàlisis de am înoacidos de o t r a s  A T P a s a s  m uestra  
una g ra n  p repo nderanc ia  de am înoâcidos acidos ( 1 7 0 ,  171,  172,  2 1 7 ) ,  
E s ta  ûltim a afirm ac iôn  constituye una prueb a muy indirecta y fra g il, pe 
ro  puede s e r  ilu s tra tiva  de una in teraccion  d irec ta  entre la A T P a s a  y 
los cationes d iva len tes , P o r  todo esto nos inclinam os a p e n s a r que la 
A T P a s a  solubilizada con E D T A  3 mM se puede c o n s id e ra r como una 
enzim a soluble, de acuerdo con los c r ite r io s  m as co rrien tem en te  a c e p -  
tados en esta m a te r ia .
L a s  técnicas d e s a rro lla d a s  p a ra  la p rep a ra c iô n  de m em bra  
nas y las co r r i en te mente u tilizadas en la obtencion de ves îcu las  de E , 
c o li, hacen uso del E D T A  p a ra  s e p a r a r  y fra g m e n te r en p a rte  la 
m em brana e x te r io r  de la b a c te r ia . E s te  tratam ien to es a n te r io r  a la 
lisis de los esferop lastos y en consecuencia no tiene efecto alguno s o -  
b ra  la A T P a s a ,  L o s  sobrenadantes obtenidos después de t ra ta r  las 
célu las  bacterianas con E D T A  no m anifiestan activ idad  A T P a s ic a ,  lo 
que supone que esta enzim a se encuentra  situada en la c a ra  interna de 
la m em brana p lasm atica , L o s  resuitados de F u ta i (216)  con firm an  p le -  
nam ente esta a firm ac iô n , al d e m o s tra r que la A T P a s a  de esferop las tos
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de E . coli no se inhibe p o r an tisueros  esp ec îfico s , mi entra s que sf lo
hace una vez que las m em branas  se han ro to .
C o m p a ra d a  con esta solubilizacion se lec tiva  p a re c e  util con­
s id e r a r  la accion de algunos detergen tes en la extracc ion  de la A T P a s  a .  
S in  e n tr a r  en los detalles am pliam ente expuestos en R esu itad o s , podem os  
a f irm a r  que el d eso x ico la to , el dodecil sulfato, el Nonidet y el T rito n
X - 1 0 0 ,  no p ro p o rc io n an  una solubilizacion selectiva  de la A T P a s a .  L a s
»
ra zo n e s  son i m ed ia tes . L a  cantidad de proteîna de m em brana so lu b iliza ­
da se encuentra a ire d e d o r del 50% de la proteîna total, aunque con nota  
bles oscilaciones segûn el tipo de d e te rg en te . L a  actividad total d e te rm i­
nada en ex trac  to s y sedim ento s res îd u a les  es de o rd in ario  in fe r io r  a la
activ idad  de la m em brana o r ig in a l. L a  actividad co rresp o n d ien te  a las  
fracc io n es  solubles re p ré s e n ta  como m axim o el 60% de la activ idad to ta l, 
calcu lada en la fraccion soluble e in so lu b le . L a s  précédantes  a f irn a c io -  
nes son suficîentes para  p o d e r ded ucir que el uso de detergen tes no re  
p rése n ta  un m edio apto p a ra  conseguir una lib e rac iô n  de la A T P a s a  de 
E , c o l i , selectiva y su ave , de m anera que la e n z im a  mantenga su e s tru c  
tura y propiedades n ativas .
L a  N A D H  -d esh id ro g e n asa  es o tra  enzim a de m em b ran a , pe 
ro  su asociaciôn en E .c o li  es extre  ma da men te d é b il. En condiciones n o r  
m a ies , el citoplasm a c e lu la r  a r r a s tr a  como mînimo el 80% de la actividad  
enzim atica  total. S e  necesita  p ro té g e r la asociaciôn de la enzim a a la 
m em brana cuando se la q u ie re  so lu b iliza r con m enos cantidad de p r o -
206.
tefnas contam inantes. E s ta  protecciôn se puede conseguir efîcazm ente  
ahadiendo iones Mg al m edio de lisis de los esferop lastos en condicio­
nes ap ro p ia d a s , como se descubre  en R esu itad o s . L a  e s p e rm id in a , 
una triam in a , e je rc e  un efecto sem ejante al m agnesio e incluso mas efi 
c a z . A m bos agentes favo rec en  la union en tre  la N A D H  -d esh id ro g e n a  
sa y la m em brana p lasm atica aparentem ente por un m ecanism o idén tico , 
E l Mg^"** y la esp erm id ina  perm îten  la form aciôn de puentes en tre  s u s -  
tancias con c a rg a s  n eg ^tivas , D e  aquî se deduce que el modo o rd in a rio  
de u n irs e  la N A D H  -d esh id ro g en asa  a la m em brana de E . coli se Ileva  
a cabo a través  de cationes d iva len tes . E n  este sentido la N A D H  -d e s  
h idrogenasa se asem eja a la A T P a s a ,  p ero  la asociaciôn de la ultima 
a la m em brana es mue ho m as fu e r te , lo que p u d ie ra  in d icar que a d e -  
mas de cationes d iva len tes , en la A T P a s a  actuan o tras  fu e rz a s , qu izas  
h id ro fô b ic as , q u izas  sim plem ente iôn icas pero  m as in tensas. A p a rté  del 
tipo de enlaces y de su in tensidad , la d ife rencia  que o b s erva  mos e n tre  
estas dos e n z im a s , puede s e r  el re fle jo  de la e s tru c tu ra  de los sitios  
especificos que cada p ro te ina  ocupa en la m em b ran a . L a  A T P a s a  pu­
d ie ra  encontre rs e  profunda mente in cru s ta  da en tre  las p ro te înas  in té g ra ­
les de la m em b ran a , lo que la pondrîa  a cubierto  de una facil so lu b ili-  
za c iô n , m ientras que la N A D H  -d esh id ro g en asa  se s itu arîa  en tre  las 
pro te în as  p e r ifé r ic a s  facilm ente acces ib les  a c u a lq u ie r cam bio am bien ta l. 
E s ta  in te rp re tac iôn  es ta rîa  probablem ente de acu erd o  con las funciones 
asignadas a cada enzim a en el m étabolism e c e lu la r ,  P os ib les  p rob lèm es  
de fosforilaciôn oxidativa y s o b re  todo fenôm«3nos de tran sp o rte  p a rec en
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p ostu lar para  la A T P a s a  una locallzacion profunda dentro de la e s tru c tu ra  
de la m em b ran a , en tanto que las en z im as  responsables de los p ro ce so s  
oxidativos y tran sp o rte  de e lec trones  se en co n tre rfan  ad h erld a s  a la su 
p e r f id e  in te rio r de la m e m b ra n a , d ire c te  mente en contacte con los m eta  
bolitos del citoplasrha que los s irven  de su s tra to ,
L o s  cationes m agnesio y la esp erm id ina  protegen la a s o c ia ­
ciôn de la N A D H  -d esh id ro g en asa  a la m em b ran a , pero nunca de una  
form a absolu ta , A pro x im ad am ente  un 35% de la enzim a es li be rad e  con  
la fracc iô n  citoplésm ica aun a altas con cen trac iones de E l efecto
de la esperm id ina a concentraciones îguales a las  de p e r  mi te sô
lo una solubilizacion de un 15%, E s to s  datos p a re c e n  in d icar la e x is te r  
cia de una considerab le  cantidad  de N A D H  -d esh id ro g en asa  cuya uniôn 
a la m em brana no se efectûa median te puentes de cationes d iva len tes , o 
bien que esos puentes no se llevan a cabo di re c ta  men te con la e n z im a , 
sino con algûn components de n a tu ra leza  proté ica  o lipidica que la 
N A D H  -desh id rogenasa ha perdido en las m anipulaciones de lisis osm ô  
tic a . L a  m ayor efîcacia de la esp erm id ina  puede ra d ic a r  en su m^ayor 
tamaho ; pero m as probablem ente en su capacîdad de in te ra c c io n a r d ire c  
ta msn te entre la enzim a y los in tégrantes de la m em brana p lasm atica .
F o rm a s  d ife ren tes  p ara  la N A D H  -desh idrx jgenasa al B ac illu s  
m eqaterium  han sido postuladas por M izushîm a ( 218 )  quien solubiiizô la 
enzim a con suvaes tra tam ien  to s a lc a lin o s , encontrando que el 70% de la 
enzim a total, que constituia la fracciôn soluble, e r a  nxcho m as res is  ten 
te a los acidos que el 30% que p erm an ec ia  asociada a la m e m b ra n a . -
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N u e s tro s  resu itados no s u g ie re n  la exîstencia de dos enzim as  distîntas  
en ningûn caso; al mismo tîem po pensa mos que la d ife rencia  de s e n s ib i-  
lidad o res is tencia  a condiciones am bientales d iv e rs e s  de una enzim a al 
es ta do soluble o ligada a la m em brana; no im p lica  dos fo rm a s  d ife ren  
tes de la e n z im a . H o y dia se conocen num éro sa s prop iedades alotôpi- 
cas ad scritas  a una misma en z im a , que pueden d a r  cuenta satis facto ria  
de las  d ivergen cies  halladas p o r M izu s h im a .
0
M uhoz y co l, ( 1 4 3 ) ,  después de p r e p a r a r  m em branas de 
M icro c o ccu s  Ivsodeikticus p o r  métodos n o rm a les , encontra ro n  que las  
m em branas  conservaban  m as del 80% de la activ idad  N A D H  -d esh îd ro  
g e n a s ic a . E sta  actividad podîa s e r  solubilizada m edîante técn icas su a­
v e s , como desoxicolato al 1% o E D T A  1 m M , E s to s  resu itados In d u je -  
ron a los au to res  a a f irm a r  que la enzim a se encontraba asociada a la 
m e m b ra n a , esencialm ente a través  de enlaces ionicos de tipo cationes  
d iva len tes , a d ife ren c ia  de la A T P a s a  del mismo m icroorgan ism o que 
tam bién disponîa de fuertes in teracc iones h id ro fo b icas . E n  consecuencia  
la N A D H  -d esh id ro g en asa  e r a  una auténtica enzim a de m em brana ( 145)  , 
cuya solubilizacion se podîa im pedir total m ente, sin a lte ra r  la actividad  
en z im a tic a , îra tando la m em brana con glutaraldehido al 0 ,5% ( 2 1 9 ) ,
E s to s  resuitados propugnan una d ife ren c ia  rad ica l de in te r ­
acc ion es en z im a-m e m b ran a  p a ra  la N A D H  -d esh id ro g en asa  de M ic ro ­
coccus Ivsodeikticus y E s c h e r ic h ia  c o li . A quella  esta , întim am ente a s o ­
ciada a la m em brana y puede so lu b îliza rse  por métodos suaves  y se le c  
tiv o s , l_a de E ,c o l i  necesita s e r  p ro teg ida  p a ra  su perm anencia  en la
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m e m b ra n a , y su p o s te rio r solubîlizaciôn con E D T A  es inm ed ia ta , T e ­
niendo en cuenta la cantidad de p ro te îna  (v e r  R esu itados) que el 
y la esp erm id ina  mantienen adherida a la m em brana c e lu la r , se pod rîa  
lle g a r a dudar s o b re  la v e rd a d e ra  catalogaciôn de la N A D H ;  -d e s h id ro ­
genasa de E .c o li  como en z im a  de m em brana o enzim a c ito p lésm ica . E n  
c u a lq u ie r caso queda patente una nueva d ife rencia  al menos e s tru c tu ra l,  
y posiblem ente re fle jo  de prop iedades funcionales distintas en tre  un m i­
cro o rg an ism o  g ra m  posftivo como M icro co ccu s  Ivsodeikticus y uno g ra m  
negativo como E  , c o li,
I—a estabilidad de la A T P a s a  soluble ha sido un problem a es  
tudiado con in te ré s  y de tal le a lo la rg o  de este tra b a jo , F a c to re s  de 
v e rs a  îndole han sido m anejados y v a ria d o s  en la esp eran za  de en co n -  
t r a r  una soluciôn a la inestabilidad de la e n z im a , Indudablem ente tem pe­
ra tu re s  prôxim as a cero  g ra d e s  causan una inactivaciôn muy ràp îda de 
la fracc iô n  so lu b le . T e m p e ra tu re s  de 37 S C  son también d réstlcam ente  
inactivan tes . L a s  causas pueden s e r  d istintas, C re e m o s  que el frio in ac  
tiva la A T P a s a  de E .c o li al estado so lub le , p o r una disociacion de la 
pro te îna  en sus com ponentes mas pequehos q u e , con p o s te rio rîd a d , pu 
d ie ran  fo rm e r agregados de distintos tam ahos. E s te  m ecanism o s e r îa  idén  
tico al que acontece a tem p era tu re  am biante y que hemos d e s c ri to am plia  
mente en R esu itad os, con la d ife rencia  de que la inactivaciôn a 20 S C  es  
mue ho més lenta.  L a  p é rd îd a  de activ idad  que o c u rre  a 37 â C  y tem pe  
ra tu ra s  s u p e rio re s  puede s e r  debida a va ria s  cau sas : 1 , -  P re s e n c ia  
de una proteasa que se ha solubilizado con la A T P a s a  y la d ig îera  r a p i -
210.
da men te en condiciones fa v o ra b le s ; 2 . -  Desna tu r  a I i zacion de la enzim a  
p o r efecto del c a lo r ,  no detectable en tiempos c o rto s  como los e m p le a -  
dps en ensayos de activ id ad , pero  ya perceptib le  en périodes de una 
hora y s u p e rio re s ; 3 . -  D isociac ion  de la enzim a sem ejante a la que 
o c u rre  a 0 &C y tem pera tu ra  am biante, si bien ace le ra d a  p o r efecto del 
c a lo r . E s  p robab le  que, salvo  a tem p era tu res  m uy e levad as , el m eca ­
nismo de inactivaciôn en dependencia de la tem p era tu re  sea idéntico en 
to do s los c as o s . S in  e rp b arg o , apo yados en los datos de que d isp o n e- 
mos solo podrîa  mos a f irm a r  que la en z im a se inactive por disociacion y 
p o s te r io r  form aciôn de ag reg ad o s  cuando este p ro ce so  tiene lu g ar a tem  
pe ra tu ra  anbiente o a O S C ,
Posib lem ente el fac to r dilucion desem pene un im portan te  p a -  
pel en la inactivaciôn de la e n z im a . E llo  parece  lôgico si tenem os en -  
cuenta que la inactivaciôn de la A T P a s a  es fruto de su disociacion p ro  
téica y que la diluciôn esta desplazando el equ ilib rio  hacia una d isgrega  
ciôn de la p ro te în a , m ien tras  que el increm ento de concentracion favo re  
c e rîa  el desplazam iento en el sentido in v e rs o .
L a  A T P a s a  aso ciada a la m em brana es muy estab le  incluso  
a bajas te m p e ra tu ra s , P o r  con sig u ien te , la labilidad acusada p o r la f ra c  
ciôn soluble es debida a la privaciôn  de su sitio especîfico de uniôn a la 
m em brana o a la acciôn de agentes e x te rn e s  ahadidos en la e x tra c c io n . 
Intentes por p ro p o rc io n a r a la A T P a s a  soluble un medio que de alguna  
m an era  pudiera su p lir los efectos de la m em b ran a , dieron solo re n d i-
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mien tos muy p a rc ia ie s . E n  este sentido nuestros resuitados estan en d is c o r  
dancia con los de E vans ( 1 4 6 ) ,  E x p e rie n c ia s  m uy rec ien tes  en nuestro  
L a b o ra to r io  ( 2 2 0 )  han dem ostrado que el E D T A  em pleado en la solu­
b ilizac ion  favo rec e  la inactivaciôn de la en z im a . D e  hecho, la elim inaciôn  
de este  quelante de' la fra c c iô n  so lub le , y la adiciôn de pequehas concen­
tra c io n es  de cationes d ivalentes como el re ta rd a n  considerab le  men
te la pérd ida  de actividad sin que re s u e lv a n  definitivam ente el problem a  
de la estabilidad de la e n z im a . L a  existencia  de A T P a s a s  solubles, e x -  
trem adam ente lab iles  al f r i o , ya ha sido m encionada, C io ro p las to s  ( 1 6 5 ) ,  
M îtocondrias  ( 1 6 2 ,  163,  164)  B acillus m egaterium  ( 166 ,  1 6 7 ) ,  E .c o li  
( 1 1 8 ,  146)  son ejem plos de esta lab ilid ad . S trep to co ccu s  faeca lis  ( 168)  
y M icro co ccu s  Ivsodeikticus (138)  son p o r el c o n tra rio  m icro o rg an ism o s  
cuyas A T P a s a s  son perfec ts  mente estab les en su form a soluble e inc lu ­
so p u rific a d a . Ignorâm es la razôn  de esta d ife re n c ia . E s  curioso  con s­
tater la similitud existante e n tre  la e s tru c tu ra  c u a te rn a ria  de las A T P a s a s  
conocidas ( 171 ,  172,  221 ,  2 2 2 ) ,  L a  d iferencia de estabilidad no p a re c e  
p ro v e n ir  de la distinta com posiciôn de subunidades ya que todas p re s e n ­
tan unos modelos bastante parec ido s si hacemos excepciôn de la de S . fae ­
calis  ( 1 7 0 ) ,  S in  em b arg o , la d ife ren c ia  existe y su explicaciôn debe r a ­
d ic a r  en la distinta disposicion de las subunidades y sus m utuas in te ra c ­
c io n es , y ûltim am ente en las exigencias fisiolôgicas de cada organism o, g e -  
néticam ente d e te rm in ad as .
L a  A T P a s a  ha sido purificad a  sin que podamos p re c is a r  e x a c  
ta men te cuantas v e c e s , E s tu d io s  de purificaciôn en que ia enzim a no se
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pro teg ia  con ningûn agente e s ta b iiiza n te , ni se e lim inaba el E D T A  d ie ­
ron un enriquecim iento de 16 veces a p a r t ir  de la enzim a soluble y dos  
dfas después de la so lub ilizacion . E s ta s  conclusiones son fic tic ias  p u e s -  
to que la enzim a se esta disociando rap id am en te , sob re  todo teniendo en  
cuenta la gran dilucion a que esta som etida en el eluida de las colum nas  
em pleadas en la filtracion p o r  ge l. E n  la rea lîd ad  la actividad enzim atica  
que medimos respo nde solo a una p a rte  de la e n z im a , aquella  que se  
en cu en tra  en las condiciones nativas.
L a s  ap licaciones preceden tes  p arecen  un poco e s p e c u la tiv a s , 
sin em bargo no lo son, T ra b a jo s  p o s te rio re s  del L a b o ra to rio  (220)  he 
chos en condiciones de pro tecciôn  de la estabilidad de la enzim a y e l i -  
m înacion del E D T A ,  han confirm ado nuestras  p re d ic c io n e s , E n  este ca 
SO se han obtenido enriquecim ientos de 70 y 80 v e c e s , aun sin haber  
logrado una estabilidad total de la A T P a s a ,  P o r  consiguiente podemos 
a f irm a r  que la enzim a ha sido p u rific a d a , pero la cantidad de proteîna  
nativa de que podem os d isp o n e r esta lim itada p o r  su disociacion cons­
tante en las condiciones de trab a jo ,
E l deseo de c o m p re n d e r el m ecanism o de la estim uiacion p o r  
trips ina  de la A T P a s a ,  nos llevo a es tu d ia r los efectos de la pro teasa  
en las mas v a r ia d a s  condiciones en que hemos determ inado actividad  
A T P a s ic a ,  L o s  resuitados no co rresp o n d ie ro n  plenam ente al e s fu e rz o , 
pero disponem os de va liosas  îndîcacîones que nos p e r mi ten a p ro x im a r  
nos a la solucion del p ro b le m a .
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I S , -  L a  estim uiacion p o r tripsina de la A T P a s a  asociada a la m em ­
b ran a  no obedece a una situacion de crip tic idad  de ia enzim a como p o -  
drfa p a re c e r  lôg ico , teniendo en eucneta lo expuesto al h a b la r de la s o -  
lub ilizac iôn . L a  A T P a s a  soluble e incluso la purificad a  co n servan  la p r o -  
piedad de s e r  estim uladas en una p ro p o rc iô n  cuanti ta tiva mente sem ejante  
a la de la enzim a ligada a la m em b ran a , Ello im p lica  que la tripsina es  
timula la actividad enzim atica de la A T P a s a  p o r una accion d irecta  so ­
b re  su molécula o sobr^ un co mponen te protéico întim am ente asociado  
con e lla ,
2 S , -  Con independencia del estado en que se halle la A T P a s a ,  a m a­
yor concentracion  de p ro te îna  se a d v ie rte  una m a y o r estim uiacion p o r trip  
s in a , E n zim a asociada a la m em b ran a , soluble y purificada guardan una 
re lac iô n  di recta en tre  la diluciôn de pro te îna en el medio de reaccîôn  y 
el efecto esti mutante de la p ro te a s a . L a  p ro g re s iv a  pérdîda de est! mu la 
ciôn con la diluciôn de las m uestras re v ie r te  to tal mente cuando se con­
c e n tre r  de nuevo ,
3 i2 ,-  D e te rg en tes  como el dodecil sulfato sôdico y el desoxicolato sôdico  
anulan la estîm ulaciôn p o r trips ina  en sus fracc io n es  so lub les, m ientras  
que detergentes no iônicos como el N o n id et y el T r ilô n  X - 1 0 0  no pro  du 
cen este efecto s u p re s o r ,
4 G ,-  L a  fu erza  iônica de las fracc io n es  solubles parece  te n e r alguna  
re lac iô n  con la acciôn de la trip s in a . F ra c c io n e s  p rep ara d a  s a altas con 
cen trac îones de T r is  m uestran  un efecto estim ulante considerablem ente re  
ducido , S in  em bargo  esta conclusion tiene poca re levanc ia  puesto que la
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activ id ad  A T P a s ic a  de las fracc iones a alta fu e rza  iônica es  bastante 
b a ja , y en tales condiciones los resu itados  exp érim enta les  son menos 
exac tos y re p ro d u c ib le s .
5 & .-  L a  K m  p a ra  el s u s tra to , entendiendo p o r tal el m agnesio y el 
A T P  en re lac iôn  1 : 2 ,  no se a lte ra  p o r  la p re s e n c ia  de trip s in a  en 
el m edio de re a c c iô n , p e ro  sf la V m  que exp érim enta  u aum ento pro  
ximo al 100%, P o r  consiguiente la trip s in a  no afecta a la afin idad de la 
en zim a p o r el sustrato  sino un icamente a la ve locidad  de ru p tu ra  del 
com plejo  en enzim a lib re  y productos fina les ,
6 & ,-  L a  satu rac ion  de a concert racion de A T P  constante , p a ra
la A T P a s a  unida a la m em brana y so lu b le , p rése n ta  una K m  mas alta  
en p re s e n c ia  de tripsina que en a u s e n c ia , lo que in d ican a  que la accion  
de la p ro teasa esta dism inuyendo la afin idad de la A T P a s a  p o r el M g ^ ^ ,
E s ta s  conclusiones guardan es trech a  re lac iôn  con las obtem  
das en M icro co ccu s  Ivsodeikticus { 1 3 8 ,  160,  223 )  pero tam bién acusan  
d ive rg en c ie s  de co n s id e rac io n . L a  activ id ad  basica de la A T P a s a  a s o ­
ciada a la m em brana de E . coli es m ue ho mas g ran d e  que la de M . I v s o ­
deikticus en idénticas condiciones; las p re p a ra c io n e s  solubles de E , c o l l  
en g e n e ra l, lo m ismo que las purificad as con servan  la estim uiacion p o r  
tr ip s in a , sin em bargo  la A T P a s a  p u rificad a  de M . Ivsodeikticus p ierde  
totalm ente esta c a ra c te r is t ic a  ( I 7 l ) ,
E n  1963 P u llm an  y col, ( 1 5 4 )  p u rifica ro n  un com ponents  
p ro té ico  que acom pahaba a la A T P a s a  m itocondrial y que e ra  un in h i-
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b îdor de su a c tiv id a d . T en fa  15 ,000  daltones de peso m o lecu la r y con­
te r îa  estabilidad en frio a la en z im a, cuando se asociaba con e lla . S u  
papel fisiolôgico no fué dilucidado aunque se le supone im plicado en la 
regu laciôn  de la A T P a s a ,
L a  A T P a s a  de C io ro p las to s  (155)  p ré s e n ta  un efecto idén ­
tico , U n a  subunidad de peso m olecu lar 13000 acom paha a la enzim a ac  
tuando como in h ib id o r. S u  com posiciôn en am înoacidos es distinta de la 
m itoco ndria l, su hicfrofobicidad mue ho m ayor y la especific idad de 
am bos por sus enzim as resp ectives  es muy g ra n d e ,
Subunidades adicionales a las dos m a y o rita r ia s  encontradas  
p o r S a Iton  y col ,  ( 156)  en la A T P a s a  M ic ro co ccu s  Ivsode ik ticus . han 
inducîdo a estos autores a suponer q u e ,  dada su sem ejanza en peso 
m o lecu lar con las subunidades inh ib idoras de m îtocondrias y c lo ro p la s -  
tos, podrian  desem penar algûn papel reg u lad o r s o b re  la A T P a s a  del 
m ic ro o rg an ism o , D e  donde puede s e g u ir  que alguna de esa s  subunida­
des pod rîa  s e r  un inhibidor de la ac tiv id ad  A T P é s ic a ,  L a  estim uiacion  
p o r la tripsina con sis tirîa  ûnicam ente en la destrucc iôn  de ese  in h ib id o r, 
S in  em bargo esta consideracion no p a re c e  p ro b a b le , puesto que re c ie n  
tes traba jos  en nuestro L a b o ra to rio  ( 2 2 4 )  més bien indîcan que la tr ip ­
sina e je rc e  su acciôn so b re  una de las dos subunidades de m ayor peso  
m o lecu la r y no so b re  los com ponentes m in o rita rio s  de la m o lécu la ,
E l m ecanism o p o r el cual la A T P a s a  de E .c o li es estîm ula  
da p o r  tripsina no ha sido aun comp le ta mente e s c la re c id o , N u e s tro s  da 
tos exp érim en ta les  nos p e r mi ten e s ta b le c e r p ara le lism o  con o tro s  s is te -
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m as, pero  tam bién nos obligan a a d m itir  m anifiestas d iv e rg e n c ia s .
E l efecto de la tripsina debe re c a e r  s o b re  un components de 
la e s tru c tu ra  c u a te rn a ria  de la A T P a s a  que, hipotéticam ente catalogam os  
como re g u la d o r, y cuya regu laciôn  es independiente del estado en que 
se encuentre  la A T P a s a .  A  d ife rencia  de o tros sistem as ( 1 5 4 ,  155,  156)  
ese components o subunidad esté întim am ente asociado con la A T P a s a ,  
de tal m anera que no se s é p a ra  de e lla  mas que en condiciones que a l -  
teran  las prop iedades enzim éticas  de la p ro te în a ,
P o r  o tra  parte  existe  una es trech a  re lac io n  e n tre  uno de los 
sitios de fijacion del Mg^^ y el lugar de accion de la tr ip s in a , E l d e s -  
censo de afinidad p a ra  el Mg^'*' en p re s e n c ia  de la p ro teasa nos esté su 
giriendo que la trips ina d es tru ye  o a lte ra  de alguna m anera el sitio de f[ 
jacién  del cation , H a y  que no tar que el efecto p ro  ducido p o r la tr ip s i­
na puede s e r  cuanti ta tiva men te muy pequeho, L a  ro tu ra  de un enlace o 
un s im p le  cambio en la conform acîon de la A T P a s a  pueden s e r  suficien  
tes . D e  acuerdo con esto , podemos p e n s a r que la A T P a s a  tiene una 
subunidad que résu lta  inh ib idora  de la actividad enzim ética cuando el ca  
tion se fija a e l l a .  L a  acciôn de la trips ina  so b re  esa subunidad, e lim i-  
n a rîa  el efecto de la fijaciôn del m agnesio , re fle jado  en el descenso de 
afin idad global, y consecuen te mente p ro d u c ir îa  una aparente estim uiacion  
de la actividad h id ro lîtîca . E s ta  exp licaciôn puede s e r  fa ls a , p ero  de mo 
men to satisface los datos exp érim en ta les  de que disponem os, y postula 
un posib le  com plîcado s istem a de regu lac iones p a ra  la A T P a s a  de E . c o li. 
N o p a re c e  im probable que ,  dadas las variad as  funciones que se a trib u yen
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a esta  enzim a, su actividad esté con tro lada por com plejos y p réc ises  me 
can ism os de reg u lac iô n ,
H em o s dem ostrado que la re lacion  que debe e x is t ir  entre la 
concentraciôn de y de A T P  en el medio de reacciôn es que haya
1 mol de cation p o r cada 2 moles de A T P ,  E n  ausencia de la ve
locîdad de h id rô lis is  es indétectab le, al menos en tiempos co rto s  de -  
re a c c iô n , U na v e z  a lcanzada esa re lac iô n  de M g 2 + /A T P  = 0 , 5 ,  la velo  
cidad de reacc iôn  llega a un ôptimo, Cuando esa  velocidad de reacciôn  
co rres p o n d e  al sustrato  ôptim o en que toda la en z im a se encuentra  s a -  
tu ra d a , nuevo s increm entos en la concentraciôn de sustrato no a lteran  la 
velocidad  h idro liU ca, al m enos dentro de un am plio rango de co n cen tra ­
c io n es , Esto q u ie re  d e c ir que no se produce inhibiciôn p o r a ltas con­
cen trac io n es  de sus tra to , lo que es g en era l en A T P a s a s  de otros s is ­
tem as bio lôgicos. So lo  la A T P a s a  m itocondrial p a re c e  p re s e n te r  la e x ­
cepciôn a este com portam iento ( 1 7 6 ) ,
Un caso muy distinto es el que o c u rre  cuando a p a r t ir  de la 
concentraciôn ôptim a de s u s tra to , increm entam os sistem aticam ente uno de 
los componentes del sustrato  total, dejando el o tro  in a lte rad o , Entonces  
el exceso  de o de A T P  lib res se con vierte  en inh ib ido r de la a c ­
tividad h id ro lîtîca , tanto m as cuanto m a y o r sea su concentraciôn en e x ­
ceso ,
D esconocem os la razôn exacta  de estos hechos p ero  podemos  
a v e n tu ra r  algunas posibiiidades de exp licac iôn .
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S upongam os que el A T P  y el fo r  man com plejos que
solo en condiciones bien definidas pueden un irse  al centro active  y re  
s o lv e rs e  en producto finales de re a c c iô n . A l au m en ta r la c o n c e n tra -
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ciôn de Mg in d is c rim in ad am ente, este  puede c o m p le ja r con el A T P  
en ta les p ropo rc iones  que o bien el com plejo es  incapaz de fija rs e  al 
cen tro  active , o siendo cap az de fija rs e  esta desprovisto  de eficiencia  
ca ta If t ic a , C u a lq u ie ra  de las posibiiidades nos p re s e n ta rfa  el efecto apa  
rente  de una dism inucion re a l de s u s tra to ; pero  c reem o s que am bas  
tienen muy poca posibiiidad de d a r cuenta  de los hechos r e a le s .
M as sugestiva y con m e jo res  bases exp érim en ta les  es la in 
te rp re ta c iô n  que se basa en que el Mg^"^ se fija a la A T P a s a  en sitios  
distintos del cen tro  activo ; y quizas también en el centro activo  en fo r  
ma de un e fec lo r iso s té ric o , pero sin  que esta ultim a fijaciôn m asiva  
e in co n tro lad a , s u p e rio r a la re q u e rid a  p a ra  la ôptim a h id rô lis is  de) 
A T P  que d ificu lta ria  de alguna m anera la solubilizacion enzim atica  de 
la A T P a s a ,  L a  existencia de sitios p a ra  e! Mg^"^ distintos del centro  
cataiftico y responsables de la aparen te  cooperativ idad  en la h idrô lis is  
del A T P  para  c ie rta s  c u rv a s  de sa tu ra  ciôn de su s tra to , p a re c e  b a s -  
tante aceptab le , S I  adem as tenemos en cuenta que el Mg^^ con fiere  a 
la A T P a s a  m ayo r sensib ilidad a la dîgestiôn tr ip s ic a , lo que debe su 
p o n er algûn cam bio en su co n fo rm ac iô n , esta segunda in terp re tac iôn  
ad q u ie re  m ayor p ro b ab ilid ad . T a ie s  coraJîciones hacen dificil suponer que 
el v e rd a d e ro  sustrato  de la A T P a s a  sea el com plejo M g - A T P ,  puesto 
que en tal caso la efic iencia enzim atica serfa  m a y o r cuanto s m,as c o m -
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plejos M g -A T P  llegaran  al centro  activo  y esto se io g ra rfa  en una s i­
tuacion de equ im o laridad .
L a  in te rp re tac iô n  del efecto inhib idor del A T P  lib re  no r é ­
sulta nada fac il. Ishida y c o l. (166)  y U lr ic h  ( 1 7 6 )  s u g irie ro n  que el 
A T P  lib re  en exceso  actuaba como un inhibidor com petitivo, E l A T P  
no com plejado con el catiôn s e r ia  c a p a z  de f ija rs e  al cen tro  activo de 
la en z im a aunque no podria  h id ro liz a rs e , com pitiendo de este modo con 
el s u s tra to . E s ta  posibifidad es valida solo en el su pues to de que el 
v e rd a d e ro  sustrato  sea el complejo M g - A T P ,  p e ro  no lo es  si este 
supuesto no se cum ple,
N o s o tro s  creem o s mas p ro b ab le  que el A T P  lib re  inhiba 
por un m ecanism o sem ejante al que ocasiona las inhibiciones p o r altas  
concentraciones de su s tra to , Supongam os que el Mg'^ tiene sus s i­
tios especificos de fijaciôn y el A T P  los suyos. A d  mi ta mos también 
que el A T P  se fija a su sitio propio p o r mas de un resto de especifi­
c id a d , D e  hecho, m écanism es de re a c c iô n  p a ra  A T P a s a s  dependien- 
tes de N a ^  y (177)  su g ie ren  v a r ie s  puntos de uniôn e n tre  la e n ^  
ma y el A T P ,  S iendo esto cîer to,  el m ecanism o de inhibiciôn résulta  
fac il. C o ncen trac iones  de A T P  in fe r io re s  o iguales a la concentraciôn  
ôptima se un irian  a la en z im a a tra vés  de todos sus puntos de uniôn, 
lo que d e te rm în aria  una h id rô lis is  n o rm a l del A T P ,  N u evas  cantidades  
de A T P  p ro vo caria n  mas y mas acüm uio de m oléculas en las proxinni 
dades del centro  activo , A lg u n as  p o d rian  fija rse  a él m edîante todos
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los re s te s  de esp ec ific îd ad , S u  fijacion s é r ia  n o rm al y su h id rô lis is  po­
s ib le , O tra s  solo se u n iria n  al centro  activo a tra v é s  de alguno de los 
puntos de uniôn, lo que îm p osib ilitaria  su h id rô lis is . D e esta form a a 
m ayo r concentraciôn  de A T P  m ayor num éro de m oléculas se fija rian  
incom pletam ente, y en consecuencia d escen d eria  la actividad h idro litica  
de la A T P a s a .
S i esta  in te rp re tac iô n  es c ie r ta  cabe p reg u n ta rse  p o r  qué
9
altas concentraciones de M g ^ ’^ /A T P  = 0 ,5  no llegan a s e r  in h ib id o ra s , 
U n a posib iiidad , basada en la independencia de s itios de uniôn p ara  
Mg^"^ y A T P ,  podrfa  e n c o n tra rs e  en la suposicîôn de que sôlo el Mg^"*" 
lib re  pud iera  u n irs e  a su sitio o sitios y que sôlo el A T P  lib re  pudie­
ra  f ija rs e  al cen tro  ca ta litico , A  e levad as  concentraciones de am bos, 
p re v a le c e r ia  en el medio de reacciôn  la form a com plejo M g - A T P ,  que  
no s e r îa  utilizable por la e n z im a , ni se  unirîa  a e lla ; sôlo el Mg^^ y  
el A T P  disociados del com plejo  constitu irîan  los elem entos disponibles  
p a ra  la acciôn en z im a tic a ,
P u ed e  que ninguna de estas posib iiidades sea c ie r ta ;  nosotros  
c re e m o s  que dan cuenta de los hechos exp érim enta les  y p o r esta razô n  
los p résen ta  mos sôlo como posibiiidades o h ipôtesis de tra b a jo .
L a  c inética de saturac ion  de su s tra to , com prendiendo bajo 
esta denom inaciôn el Mg^^ y el A T P  en una re la c iô n  igual a 0 . 5 ,  fué 
estudiada en la A T P a s a  unida a la m em brana y en la enzim a solubili­
zada con E D T A  3 m/'v'l tam ponada con T r is  p H  9 ,  L o s  resu itados no
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apo r  tan ningûn da to en cuanto a la acc ion  de la trip s in a , si exc ep tu a - 
mos la identidad de K m s y la d ife ren c ia  de V m s . E n  efecto , la t r ip ^  
na no parece  a lte r a r  la afin idad de la enzim a pop el sustrato  en ningu 
no de los cas o s , pero  en cam bio in crem en ta  mucho la velocidad  ma)d 
m a.
L o  v e rd a d e ra m e n te  nuevo es la d iv e rs id ad  de com porta mi en
to seguido por la enzim a ligada a la m em brana y la form a so lub le . L a
A T P a s a  asociada a la m em brana b ac te rian a  sigue cinética a p a re n te -
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mente de M ic h a e lis , No podem os o lv id a r ,  sin e m b a rg o , que la r e p r e ­
sentacion de H o fstee  puede d a r  lugar a o tra  in te rp re ta c iô n , U n a  coope  
ra tiv id a d  negativa entre distintos sitios o una heterogeneidad  de sitios 
independientes es una solucion com pléta mente ad m îs ib le . E s ta  ûltima 
afirm ac iô n  puede considéra rs e  c o rro b o ra d a  por el hecho de que la c i ­
nética de fijacion de A T P  a la enzim a ligada sigue un modelo sem ejan  
te , A  p e s a r de esc no debem os fo rz a r  nuestras  conclusiones, puesto 
que los resuitados de fijacion y de h id rô lis is  no son nëcesariam ente  
c o m p a ra b le s , H a y  que ten er en cuenta que la fijacion es independiente
de y re p ré s e n ta  el p r im e r  paso de un com plicado m ecanism o de
re a c c iô n .
L a  A T P a s a  soluble p résen ta  todos los indicios de una coo­
p era tiv id ad  positiva para  el sustrato ( M g 2 + /A T P  -  0 , 5 )  , al menos a 
bajas concen trac iones, ya que a concentrac iones m as altas esta coope­
ra tiv id ad  d esap arece  o se vuelve n e g a tiv a . L a  in te rp re tac iô n  de estos 
queda am pliam ente expuesta en R e su itad o s .
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E l sîgnîfîcado que pueden te n e r estes modèles p a ra  el m icro  
o rg an ism e en tra  dentro de! cam pe puram ente  esp ecu la tive . S e  admite 
que el efecto esencîa l de una coopérativ idad  positiva es h a c e r la e n z î-  
ma m as sensible a les cam bîos am bîen ta les . C a d a  molécula de lîgando 
que se une fa c ilita -la  union de las s îgu ien tes , con le que la enzim a se  
hace mas y mas sensible a l lîgando o lîgandos. E n  contraposic ion la 
cooperativ îdad negativa p ro tege  y aîsl a la enzim a contra las fluctuacio 
nés m etabolîcas. L a  uryon de cada m olécula difîculta la union de la s î«  
guiente, de m an era  que la enzim a respo nde con dîficultad a pequenas  
varia c io n e s  de m etabolites. U n a  m ezcla de es to s dos tipos de coopéra  
tividad positiva y negativa tiene también sentîdo, aun dentro de la m is -  
ma e n z im a , In d ic a rîa  un aumento de sensib ilidad a bajas co n cen trac io -  
nes del ligando, en tan to que a ranges m ayor es de concentracion esa  
sensib ilidad e s ta r îa  mu y dism inuida y se a lte ra r îa  poco con pequenas fluc 
tuaciones de ligando, D esde el punto de vis ta fis io lôgico , que pueden 
re p re s e n ta r  estas posîbîlîdades de regu lac îon  y control enzim atico? .
L a  asocîacion de la A T P a s a  con la m em b rana presupone  
que la enzirna se halla localizada en su sitîo esp ec îfico , ro d ead a  por 
su en to r no natura l y afectada por în te racc io n es  de los com ponentes de 
la m em b ran a . E s  verdad  que el ci top las ma ha sîdo elim inado y las 
m em branas lavadas; con ello las în te racc io n es  de la A T P a s a  con los 
com ponentes citoplasm îcos han d e s a p a re c id o . E s  to indudablernente no 
nos p e r  mi te a s e g u ra r  que las condîciones funcionales en que se halla 
ah o ra  la enzim a sean las mi s mas que las que posefa in v iv o , sîn em ­
bargo son una buena aproxim iacion teniendo en cuenta la suavidad de
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los tratam îentos a que ha sîdo som etida la b a c te r ia ,
P o r  el co n tra rio  la A T P a s a  soluble esta  p rivada de su m e­
dio n atu ra l y som etida a las în te racc iones de las sustancias que la so«  
lu b iliza n . D e un am biante cuya e s tru c tu ra  tiene las c a ra c te ris tic a s  de 
un estado s6 lido , ha pasado a un m edio Ifquido, d is g re g a n te , con p ro p ie  
dades netamente distintas de las que la envolvTan en la m em b ran a s ,
T o d o s  estos fa c to re s  d ivers ifîcan tes  pueden no c a m b ia r en 
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absolute el com portam îento cinético de una e n z im a , pero tam bién pue­
den a lte ra r lo  e x tra o rd in a r ia m e n te , lo que s ig n ifica rîa  la e n o rm e  c a p a - 
cîdad de multiples In teracc iones en tre  las subunîdades de la en z im a .
E s ta  capacidad rep rés en ta  una im portancîa  vital como medio de r e s -  
puesta de los s Is te mas vivo s a las c ircu n stan c ias  am bien ta les .
E s  posîble que la cînética de la A T P a s a  ligada a la mem­
b ra n a , que nosotros  hemos en c o n tra d o , responda fielmente al hecho 
re a l,  tal como acontece en el m îcroorgan îsm o v iv o . S i la coopérative 
dad negativa lle g a ra  a c o m p ro b a rs e , la enzim a dispondria de un m e­
dio que le p e rm itir ia  m antenerse al m arg en  de pequenas oscîlaciones  
en la concentracion de s u s tra to , au torregu lando de este modo su a c -  
tîv îdad .
A l m arg en  de que esta ultim a consideracion  sea c ie rta  o 
no, de lo que ne cabe duda es de que la A T P a s a  dispone de una 
gran  capacidad p a ra  e fe c îu a r in te racc iones  c o o p era tiva s , E l com por 
tam îento cinético de la enzim a so lub le , puede s e r  to ta! men te i r r e a l ,
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efecto del estado ffsico en que se en c u en tra  la p ro te îna  y no e x tn a -  
polable en absolute a o tras  condîciones y mue ho menos a la ac tividad 
de la enzim a in s itu , pero  dem uestra con c la rid a d  su potencial de 
co o perativ îdad ,
Ten ien do  en cuenta que la A T P a s a  e s  una enzim a p o li- 
funcional, los resu ltados de cinética nos inducen a s u g e rir  q u e , la ca  
pacidad de in te ra c c io n a r de las subunidades de la enzim a, no utilizada  
c la ram en te  en la funcioiY h id ro litica  del A T P ,  p u d ie ra  s e r  de gran  im -  
portanc ia  en o t ras  funciones de la mi s ma e n z im a . E s  to p a re c e  logîco 
si pensâm es que ,  lo c o n tra rio  im p licarfa  en la A T P a s a  la posesion  
de unas posibilidades funcionales no u tilizadas en condîciones fis io lôgi- 
c a s , S în  em bargo también cabe p e n s a r que determ înadas c ircu n s tan ­
cias am bientales podrfan im poner un cam bio en el com portam îento c î -  
nético de la A T P a s a ,  en cuyo caso su capacidad de in teracciones coo  
p e ra tîv a s  re p re s e n ta r îa  la capacidad de respuesta  del o rgan ism e a c ie r  
tas a lte rac io n es  del medio c ircu n d a n te .
L a  c inética de saturacion de A T P  a concentracion de
constan te , y de Mg^*" a concentracion de A T P  constante, nos p ro p o r-  
ciono nuevas aportaciones so b re  el com portam îento  de la A T P a s a ,  S in
distincîon entre el estado soluble y el ligado a la m em b ran a , la enzim a
p rése n ta  dos sitîos activos o dos grupo s de sitios con afîn îdades n e ta -
mente distintas p a ra  el A T P ,  uno a bajas concentracîones de A T P  y
otro a concentracîones mas e levad as . L a  afinîdad del p r im e r  grupo, 
e x p re s a d a  como K m , es de 20 a 30 vec es  s u p e r io r  a la obtenida a
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altas concentracîones de A T P ,
2+
L a  saturac ion  de Mg es todavTa m as iiu s tra tiv a . L a  A T P ­
asa ligada a la m em brana p résenta  c inética m ichaeliana , p e ro  la a fin i-  
dad de la enzim a p o r el cation dism inuye cuando la reaccîon  se e fe c -  
tua en presencia  de trip s in a . E s te  m ism o efecto de la trips ina  se r e ­
pi te con enzim a al estado so lub le , anadiendo adem as un modelo c inéti­
co c laram ente  co o p era tive ,
«
E s to s  datos exp érim enta les  nos p e r mi ten s u g e rir  algunas
c o n s id e rac io n es , E l Mg y el A T P ,  que has ta ah o ra  hem os englobado
bajo la denominacion de s u s tra to , son am bos absolute mente im p re sc in d l
bles p a ra  la ac tividad en zim àtîca , sîn em bargo su com porta miento ciné
tico obedece a modèles mu y d ife re n te s , E l A T P  tiene dos sitîos con
afîn îdades distintas y mues Ira  cinética m ichaeliana en todos los caso s ,
2+
E l M g no o fre c e  d ivers id ad  de afîn îdades como el A T P ,  p ero  su a|î 
nidad se afecta p o r la p rese n c ia  de trip s in a  y da lugar a feno menos 
cooperatives  con la enzim a soluble, E s to  p a re c e  d e s c a rta r  la p ro b a b i-  
lîdad de que el v e rd a d ero  sustrato  sea  el com plejo M g - A T P ,  en con­
dîciones ec^uîmolares, S in  em bargo , no podemos n e g a r, en p rin c ip io , 
que el cation ocupe un sitio en el c e n tre  catalîtico de la e n z im a , A h o ra  
b ie n , su eficacia como efecto r  isostérico  e x p lic a rfa  perfectam ente los 
hequerim ientos que la A T P a s a  tiene de este métal ,  al mismo tiempo 
que es ta rfa  mas en consonancia con los datos e x p é rim e n ta le s , los cua
les dem uestran que la activ idad  enzîm atica  necesîta m ener concentracion  
de Mg""*  ^ que de A T P ,
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•M r  o tra  parte  p a re c e  que el Mg2+ se  fî ja,  al m enos , a
de centro  activo . E s te  sitio s e n a  el afecta do p o r la 
ript#lna y su destrucc îon  se tra d u c in a  en un descenso de la 
m agnesio, pero  este posîb le m ecanism o ya queda e x -  
, utras.
Otro aspecto de in te rés  es que los fenom enos coo peratives
. CO men ta do al h a b la r de la saturacion de "sustra to" p a re -  
0
exclusivam ente a la p re s e n c ia  del cation y no a la del 
cualquier caso las condîciones am bientales de la A T P a s a  
ven s e r  la causa de que estos feno me no s se m anifiesten ya 
«.cusivps de este estado de la en z im a .
conclusion, pensâm es que el tiene al m enos dos
' de fijac lon , una en el cen tro  catdîtico o tan préxim o a
' '"-''a d a r  lugar a in te racc iones d irec tes  con el cen tro  activo 
componente o subunidad que actüa como inh ib idor de la 
■^/îmatica y que es sensible a la accion de la tr ip s in a . E s  
segundo sitio sea el respo nsab le  de los efecto s coope 
que la union al sitio cataiTtico p résen ta  prop iedades  
’ de un cofactor .
de estas su g eren c ias  basadas en resultados conocidos, 
do reaccion de la A T P a s a  es com pletam ente desconccido  
u A T P a s a s  dependientes de Na"*" y o de retfcu io  s a rc o  
f' * '*'’^>nlan la facilîdad de a is la r  in te rm e d ia rie s  fosforilados y c o -  
ibii.îM de los grupos irnplicados en la fijaclon del A T P ,  "
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Robinson (177 )  ha propuesto un modelo de m ecanism o de reacc îon  
para  A T P a s a s  dependientes de N a^  y K**", E l  modelo incluye la p a r -  
tlcipacion del g lutam ico, s e r in a  e histldina en todo el mecanismo que 
se puede resu  mi r  asî: E l  A T P  fosforil’a la en z im a  formando glutamil 
fosfato en p resen c ia  de N a ^  y K'*’ , L a  reaccîon se detîene en este 
paso cuando no hay K"  ^ disponible. L a  p resencia  de da lugar a 
una migracion in tram o lecu la r  del P i desde el glutamico a la s e r in a ;  
la labilidad de la fosfosëV'ina a pH  neu tro  origin a una h idro lis is  in m e-  
c ia ta . L a  histidina parece  estab îlizar el glutamil fosfato form ando enla  
ces de h idrogeno. E n  consecuencia la fosforîlacion de la enz im a  es  
un p ro ce so  independiente del K"*", p e ro  la desfosforilacion no o c u r re  
sino bajo la accion de este cation. E s te  mecanismo es aceptado , en 
g e n e ra l ,  en el transporte de Na"^ y (2 2 5 ,  202) , S in  e m b a rg o ,  r e  
cientemente P e te r  y co l, (2 2 6 )  han afirm ado que el p r im e r  paso de 
la reacc ion  consistio en la fijacion de 1 p o r  centro  activo , seguido 
de 2 N a ^  o el complejo M g - A T P  indistintamente, S o lo  el complejo for  
mado p o r l K ^ ,  2Na"**, M g - A T P  y enz im a s e n a  capaz de descom po-  
n erse  p a ra  fc r m a r  el in term ed iario  fosforilado.
De o tra s  A T P a s a s  es mu y poco lo que se s a b e .  S e n io r  
(227 )  ha encontrado que la A T P a s a  mîtocondrial tiene res id u es  de t i -  
rosina implicados en la fijacion y en la hidrolis is del A T P ,  L o s  e s -  
fuerzos  para  a is la r  in te rm ed iar ios  fosforilados en A T P a s a s  bac terîanas  
han sîdo hasta el présente in fruc tuosos, N o so tro s  lo hemos intentado 
re iteradam ente p e ro  con s u e rte  p a ra le la .  L a  e x tra o rd in a r ia  velocîdad
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de la reaccîon y la falta de un Inhibidor no competitivo puro  hacen im -  
posible todo e s fu e rzo  por a is la r  una fosfo -enzîm a que caso de existir  
debe tener una vida muy b r e v e .
H em o s  mencionado mas a r r îb a  la d ife renc ia  de afînîdades  
que la A T P a s a  tiene por el A T P  a bajas concentracîones y a altas 
y que esta d ife rencia  se manifîesta a concentrac iones constantes de 
M g ^ ^ , L a  razon  fisiologîca no la conocem os p e ro  cabe h a c e r  alguna 
suposîcîon . L a  concentracion de Mg^"*" en la célu la  bacteriana debe 
m antenerse  constante dentro de pequenas o s c ila c io n e s , ya que nuestros  
intentos por d e tec ta r  una acumulacion del cation dentro de la b ac ter ia ,  
cultivandola en medio con exceso de C l 2M g , han resultado infructuo­
s o s , E n  estas condîciones la A T P a s a  respo nderfa  a los cam bios de 
pequenas concentraciones de A T P  (q u îza s  las concentrac iones norma  
les que o c u rre n  en el metabolismo c e lu la r )  con una cinética Michaelia  
na y una gran afinidad por el A T P ,  Cuando cu a lq u ie r  causa anorm al  
d ie ra  lugar a una concentracion de A T P  e x t ra o rd in a r ia ,  la A T P a s a  
auto regu la r ia  su actividad, elimînando el A T P  en exceso mediante e s ­
tos sitios activos de menor afin idad, E l  hecho de que tanto la enzima so 
lubie como la ligada a la m em brana prosenten este  efecto, aboga mas 
eficazm ente por implicarlo de alguna m an era  en el metabolismo celu lar  
de la b ac ter ia ,
Uno de los s istem as mas biologîcos de control de reaccîones  
enzim âticas es el de inhibiciôn por productos f in a les , L o s  s e re s  vivos  
re g u la r  de esta forma sus procesos m etabolicos. L a  A T P a s a  de E .c o ! i
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en tre  o tras  posîbles funciones lleva a cabo la de h îd ro lîza r  A T P ,  c u -  
yos productos finales son A D R  y R i .  E n  tubo de ensayo , tanto la e n ­
zima unida a la m em brana como la soluble son înhibîdas p o r  estos dos  
productos fina les, E l tipo de inhibiciôn responde a un m ecanismo de in 
hibicion competitiva pura  p a r a  el A D R  y probablemente también para  
el R i ,  L a s  constantes de inhibiciôn p a r a  el A D R  son ligeram ente in fe -  
r io re s  a las K m s  para  el sus tra to , lo que indîca una m ayo r afinidad 
de la enzim a p o r  el inh ib ido r, Resultados sem ejantes pero mue ho mas  
d rasticos  fueron obtenidos p o r  Rhilo y co l, (2 2 8 )  con A T P a s a  solu­
ble m itocondria l. L a  constante de disociacîon p a r a  el A D P  e r a  unas 
50 v e c e s  in fe rio r  a la constante de M îchaelis  lo que implica una rap ida  
inhibiciôn por productos f ina les , traducîble  en la cu rva tu ra  inmediata de 
la velocidad en funcion del tiempo. E n  nuestro laboratorio  hemos o b te -  
nido resultados muy parec îdo s  con la A T P a s a  purificada de M ic ro c o ccu s  
Ivsodeikticus,
L a  constante de inhibiciôn p a ra  el P i  es del mismo orden que  
la K m  o incluso ligeram ente s u p e r io r ,
Com o e r a  de su p o n er  el o rd en  aparen te  de reacc ion  pa ra  el 
inhib idor competitivo ( A D P )  aparece  a fee ta do p o r  la concentracion de 
s u s tra to ,  Segùn vamos aumentando la concentracion de sustra to  el o rd e n  
apa ren te  de reac c io n  p a ra  el A D P  dism inuye, no dependiendo de! estado  
de la enzim a , ni de la p re s e n c ia  o ausencia de trips ina, E s to  confirm a  
la competitividad de A D R  y sustrato p o r  el mismo sitîo, puesto que no 
existe o tra  razon  inmedîatada que haga v a r ia r  e l o rden  de re a c c io n .
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F en om eno  sem ejante o c u r r e  con el o rd e n  de reac c io n  p a ra  
el sustrato  a concentrac iones c rec len tes  de A D P ,  cuando se estudia la 
A T P a s a  asociada a la m e m b ra n a ,  A  m ayor concentracion de A D P  me  
n o r  es  el o rden de reacc ion  pa ra  el sustrato y v ice  v e r s a .  I—a enzima  
soluble présenta  dds nuevos aspecto s .  E n  p r im e r  lugar, el descenso  
en el orden  de reaccion p a r a  el sustrato  como funcion de la concentra  
cion de inhib idor, puede d e b e rs e  a una competencia por el centro  cata  
Iftico o bien a un debilit&miento de las in teracciones entre las subunida­
des , causado p o r  las cantidades c rec ien tes  de inh ib idor. E n  segundo lu 
g a r ,  a concentraciones s u p e r io re s  de sustrato , el orden aparen te  de 
reacc ion  no p a re c e  a fec ta rse  por la p resenc ia  de cantidades var iab les  
de inh ib idor, lo que su g ie re  que la A T P a s a  p rése n ta  sitios de muy ba 
ja afin idad pa ra  el A D P  o quizas nula que no obstante fijan e hidrolizan  
A T P .
El significado fisiologico de la inhibiciôn por productos fina­
les es  harto conocido. C o n  ella el o rgan ism e tiende a lim itar la ecu mu 
lacion de metabolites que no le son n ec esar io s  en aquel m om ento, E x is  
te sin em bargo un aspecto de explicacion no tan inmediata. L a  A T P a s a  
soluble a altas concentrac iones de sus tra to  p a re c e  disponer de sitios 
que no se afectan p o r  el A D P ,  Indudablemente esto implica una nueva 
capacidad  de la enzim a no exp resad a  en la form a ligada a la m em b ran a .  
P u ede  s e r  que no tenga ningun significado fisiolôgico, y que no se p ro  
duzca en ningunas condîciones de la vida del m ic ro o rg a n îs m o , pero tai^n 
bien puede ten er lo ,  Supongam os una situacion de la bacteria  en que la
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cantîdad de A T P  es excesi va mente e le v a d a ,  p o r  cualquier causa; e n -  
tonces lo que p o d rîa  in te re s a r le  e r a  e lîm în ar  p a r te  de ese A T P  y una  
condîcîon favorab le  para  p o d e r  e lîm inarlo  es que los productos finales 
( A D P )  nd lîmiten la velocidad de h id ro lis is .  U n a  v e z  que la cantîdad 
de A T P  hubîera descendido p o r  debajo de c ie rto s  niveles el A D P  ac  
tuarfa  de inhibidor frenando la actividad enz îm atica . Esta  sugerencia  
Implica una posibilidad mas de regulacion de la actividad A T P a s i c a ,  
enzim a compleja y multifuncional.
D î  c ic lohexilcarbodîim ida fué uno de los inhibidores probados  
po r nosotros con la A T P a s a  de E . c o l i . A l igual que en o tro s  siste­
mas bacterianos y el mismo E .c o l i  ( 1 12 ,  196, 197) hemos comproba  
do su absoluta inefîcacia como inhib idor de la enz im a soluble m ientras  
se p résen ta  como un potente inhibidor de la A T P a s a  asociada a la 
m e m b ra n a .  W e in e r  y co l, (2 2 9 )  han demostrado que no solo es inhibl 
dor de la A T P a s a  ligada a la m em brana en E .c o l i  sino también del 
tran sp o rte  activo , pero su mecanismo de inhibiciôn es todavie descono 
cido. B e r g e r  (2 3 0 )  y S im on i y co l, (2 3 1 )  p ropus ie ron  que el a co p ia -  
miento de la e n e rg ia  metabôlica al transporte  activo en b a c te r ia s ,  se  
efectuaba a tra v é s  de la A T P a s a ,  R o sen  (198) utilizando un mutante 
de E . coli que c a re c fa  de actividad A T P a s i c a  y transporte activo, re s  
taurô parc ia lm ente  la capacidad de transporte  en presencia  de D C C D ,  
B ra g g  y col. ( 2 3 2 )  en la mi s ma linea de ex p e r ie n c ia s ,  pudieron r e s ­
ta u re r  la actividad transh idrogenasica de un m utante, por adicîon de 
D C C D ,  Esto le (levé a s u p o n er  que la A T P a s a  tenfa un papel como
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D e  estos resultados se pueden deduc ir  dos cosas: 1 , -  L a
A T P a s a  tiene una funcion como prote ina en el acoplamiento de energ ia
al transporte  activo que es independiente de su actividad enz im atica , pu
diendo s e p a ra rs e  funcionalmente como se com prueba con mutantes (1 2 8 ) .
Mutante sin actividad A T P a s i c a  tiene transporte  activo n o r m a l . 2 . -  E l
D C C D  puede d es em p en ar ,  en p a r te ,  esa funcion de la A T P a s a  como
p ro te în a .  Esta posibilidad ya habia sido sugerida a propôsito de la fos
forîlac iôn oxidativa mitocondrial por F e s s id e n -R a d e n  (233 )  quîen a f i r -
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mo que la proteîna A T P a s a  juega también un papel estructura! y que 
esa funcion puede s e r  reem plazada  bajo condiciones aprop iadas por in 
hib idores  de la A T P a s a  taies como el D C C D ,
E s ta s  conclusîones nos dan mucha luz sobre la complejidad  
de la A T P a s a ,  pero  no nos dan una explicacion definitive del mecanis  
mo inhib idor del D C C D ,  H a ro ld  y c o l ,  (196) p ropu s ie ro n  que el D C C D  
se unîa covalentemente a una proteîna de la m em brana  que de alguna ma 
n e ra  impedîa la actividad enzimatica de la A T P a s a ,  Esto puede s e r  c ie r  
to, p e ro  dados los conocimientos actuates sobre  el efecto del D C C D  
en mutantes, p a re c e  légico adm itlr una interacciôn mas d irec ta  entre el 
inhib idor y la e n z im a ,  El hecho de que no se dé esta interacciôn en la 
A T P a s a  soluble puede a tr ib u irs e  satisfactoriam ente a la falta de algun 
componente de m em brana con el cual acoplaba la A T P a s a  el D C C D ,
En  consecuencia creem os que el D C C D  inhibe la A T P a s a  
de m em brana p o r  un acoplamiento e n tre  alguna o algunas funciones de 
la enz im a  con o tra s  de componentes adyacentespSque lleva a una pérd ida  
de activ idad, m ien tras  que la disposicion de las funciones de la A T P a s a
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soluble no p er  mi te reacc ion es  de acoplam iento, o si existe n no p e r ju -  
dican la actividad enz im atica ,
I—a az ida  de sodio inhibe am bos estados de la A T P a s a  con 
efectividad s im ila r  al igual que sucede con o tras  A T P a s a s  estudiadas.  
S u  mecanismo se supone que es debido a la form acion de rad ica les  
l ib re s .
Inh ib idores especîficos de A T P a s a  mîtocondrial como la 
0
oligomicina y de A T P a s a  dependiente de N a ^  y K^com o la ouabaina  
no tienen accion alguna s o b re  la A T P a s a  de E . c o l i .
M és extraho es todavfa lo que acaece  con la a te b r in a .  E s ta  
acridina activa la A T P a s a  de M ic ro c o ccu s  Ivsodeikticus a bajas concen  
t rac io nes  y la inhibe a concentraciones s u p e r io re s  ( 2 3 4 ) .  S în  e m b a r ­
go es completamente ineficaz con la A T P a s a  de E .c o l i  en cua lqu îera  
de sus estados y dentro de un rango de concentraciones muy am plio .
E s tas  c a ra c te r is t ic a s  manifestadas tren te  a c iertos  inhibido­
r e s ,  confieren a la A T P a s a  de E . c o li una p e c u lia r  indiv idualidad, den  
tro del acervo de prop iedades comunes con o tra s  enzîm as s im ila re s ,  
Individualidad que le es p ro p o rc io n a d a , no probablemente p o r  las p ro ­
piedades m olecu lares  de la e n z im a , sino por el en tor no que envuelva  
a la molécula y que en ultima instancia viene exig îda por las n e c e s id a -  
des funcionales de o rg a n is m e .
L_a A T P a s a  de E . co!i ha dem ostrado tener una estabilidad  
al c a îo r  d ife ren te , segun se trate de la enzima soluble o ligada a la 
m e m b ra n a .  Con una d ife rencia  de 10 se desnatura lîza  o al menos
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se inactîva în revers ib lem ente  antes la proteîna soluble que la p a r t ic u la -  
d a . L a  causa no es bien conocida, p e ro  puede d eb erse  a proteolisis  
o m as probablemente a la ex trem a labilidad de la misma e n z im a .  E s  
harto conocida la inestabilidad de algunas A T P a s a s  al frîo ( 1 6 4 ,  167) 
entre  ellas la de E  .coli ( 1 4 6 ) .  Ten iendo en cuenta esto, no s e r îa  na 
da ex trano  que la elevacion de tempe ra tu ra  p e r ju d ic a ra  la fo rm a solu­
ble al igual que acontece con las bajas te m p e ra tu ra s .  L a  maxim a esta  
bilidad para  este estado* de la enzima lo hemos encontrado a 20 2 C ,  lo 
que podrîa  s e r  una confirm acion de las a f irm ac iones p récéd an tes .
L a  A T P a s a  asociada a la m em brana tiene una re p re s e n ta -  
ci6n de A r rh e n iu s  con una transicion term otrop ica  a 1 8 ^ C ,  L a  solu­
ble no présenta este fenom eno. De acu erd o  con los modelos mas p r o ­
bables de m em brana (3 5 ,  36) las p ro te înas  se encuentran embebidas  
en un medio llpîdico interaccionando con él a t ra v é s  de en laces  ionicos 
e h idrofobicos, Consecuencia  inmediata de estas in te racc iones , que son  
las que mantienen la es tru c tu ra  de la m em b ran a , es que los lîpîdos de 
ben a fec ta r  de fo rm a mas o menos dec is ive  la es tru c tu ra  cu a te rn a r ia  de 
las enz im as o al menos su distribuciôn de c a r g a s ,  A h o ra  bien los l îp i-  
dos pueden e n c o n tra rs e ,  dependiendo de la te m p e ra tu re , en dos esta­
dos fisicos d ife ren tes . E l punto de fusion depende de la na tu ra leza  de 
los lîpîdos, pero  el efecto de la fusion es el m is m o . L a  es tru c tu ra  L/3*  
se c a ra c te r iz a  p e r  una m a y o r  desorganizacion y movilidad de las cad e ­
nas parafîn icas como co rres p o n d e  a todo estado de fusion; e indefecti- 
blemente este cambio de estado debe Ira d u c îrse  en una a lte rac ion  de 
las in teracciones lîpido-lîpido y l îp id o -p ro te in a , L a s  nuevas înt e racc îon es
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Iip îdo-proteîna condicionan una situacion nueva p a r a  la prote îna que si 
es enzim âticam ente activa se expresan  en un cam bio de e n e rg îa  de a ç  
tîvacion , E l estado solîdo crista lino de los lîpidos ocasiona una m ayor  
en e rg îa  de activacîon p a ra  las enzim as re lac ionadas  con e l lo s ,  energ îa  
que desciende norm alm ente al fundirse los lîpidos.
E s  importante h a c e r  notar que no todos los lîpidos juegan  
el mismo papel en los cam bios de e n e rg îa  de activac ion , C h a rn o c k  y 
col, (2 3 5 )  han encontrado que A T P a s a  dependiente de y K"*" de
m icrosom as p rése n ta  una transicion que d e s ap arec e  al t ra ta r  los m icro  
so ma s con fosfolipasa A ,  p e ro  que ré c u p é ra  to tal mente al ah a d ir  fosfa-  
t îd ilserina a los m icrosom as tratados con fosfolipasa A ,  T a n a k a  y co l,  
(2 3 6 )  con A T P a s a s  dependientes de N a ^  y de distintos orîgenes  
com probaron  q u e ,  e ra  la natura leza del medio lipîdico que envoivîa a 
la e n z im a ,  la déterm inante de los cam bios de e n e rg îa  de activacion,  
no la distinta procedencia  de la e n z im a ,
Es tos  resultados confirman que los cam bios de en erg îa  de 
activacion que o c u r re n  en las translc iones de fase de los lîpidos son 
debidos a un reordenam iento  de in teracciones e n tre  la enzim a y los jî 
pi do s re lacionados con e l la .
L a  ausencia de cambio de pendiente en la A T P a s a  soluble 
es debîda a la falta de lîp idos, o bien a que los que acompahan a la 
enzim a no al te ra n  de m anera  significatîva sus interacciones con la 
A T P a s a  al exp e r im e n ta r  la transicion de fase.
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L a  fijacion de A T P  a la A T P a s a  en sus dos estados dio 
lugar a resultados completamente a c o rd e s  con la cînética de saturacion  
de sustrato  p a ra  velocidades in ic ia les . L a  enzim a unida a la m em brana  
p résen ta  dos sitios con distintas afin idades, aunque no puede d e s c a r ta r  
se la exîstencîa de cooperativ îdad neg ativa . L a  fraccion soluble r e s ­
ponde al încrem ento de concentrac iones de A T P  mostrando efecto s ho 
m otrôpicos positives; com por ta miento idéntico al de cinética, S in  emba_r 
go, hay que n o ta r  algunas d ife re n c ia s : 12. L a  cinética de fijacion de 
A T P  es independiente de la p resencia  de Mg^**". Esto p a re c e  indîcar  
que el cation es necesario  en un paso p o s te r io r  del mecanismo de r e ­
accion enzim atica , no prec isam ente  en el de form acion del complejo en  
z i m a - A T P ;  lo que no e s ta r îa  de acu erd o  con la necesidad de Mg pa 
ra  el primer paso de la reacc ion  de la A T P a s a  dependiente de N a ^ y K "** ,  
como ya ind icam os,
22 , L a  cinética de fijacion de A T P  a la A T P a s a  soluble p résenta  c o o -
2+perativ îdad  positiva , m ientras la saturac ion  de A T P  a Mg constante, 
determ inado p o r  velocidades iniciales da una respuesta  d istin ta , Am bos  
resultados no son contrad ic torios; solo înd icarian  la complejidad de la
2+
r e a c c io n . L a  actividad hidrolîtica es absoluta mente dependiente del Mg 
y p o r  consiguienle su modelo de cinética no tiene p o r  qué co incid ir  con 
el de fijacion de A T P ,  S in  embargo ha sido un resultado inesperado ,
3 2 , L a s  constantes de disociacîon del A T P  son mucKio mas pequenas
que las K m s ,  Esto  es completamente légico si tenemos en cuenta la g ran  
velocidad de reacc îon  de la A T P a s a  de E . c o l i , p ero  estàn de acuerdo  
con va lores hallacJos en o tro s  sistemas
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Con los datos de fijacion c re e m o s  h a b e r  compléta do una 
vision necesaria  mente p a rc ia l ,  pero también bas tan te sugestiva de la 
com pleja  funcion enzim atica de la A T P a s a  de E . c o l i ,
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C O N C L U S I O N E S
1 2 , -  L a  A T P a s a  de E .c o l i  puede s e r  solubilizada mediante E D T A
en condiciones a lca lin as , de forma especîfica  y cas i total.
2 2 , -  L a  actividad enzim atica total de la fraccion soluble es  su p er io r
a la de la enzim a asociada a la m e m b ra n a .
3 2 . -  L a  A T P a s a  unida a la m em brana y la soluble son estimulables
0
p or tr ips ina . Dependiendo de d ive rses  condiciones el grado de estimu 
lacién v a r ia  en tre  limites muy am plios,
4 2 . -  L a  tripsina estimula la actividad A T P a s i c a ,  posiblemente d e s -  
truyendo una p a rte  de la molécula enzim atica  que posee condiciones  
especfficas de fijacion p a ra  el Mg^"*".
5 2 , -  L a  A T P a s a  soluble es  muy inestable debido a la disocîacion
en subunidades. S u  labilidad se e x tre m a  cuando se  la mantiene a ba­
jas te m p e ra tu ra s .
6 2 , -  E l  peso m olecular de la enzim a se aprox im a a 3 0 0 .0 0 0  daltones.
7 2 . -  L a  cinética de saturac ion de sustra to  es M ichaeliana p a ra  la en
zi ma asociada a la m em brana y sigmoide para  la fraccion soluble .
8 2 e -  L a  A T P a s a  en cua lqu iera  de los estados en que ha sido estu-
diada présenta al menos dos sitios con afinidades distintas p a ra  el A T P .
9 2 e -  E l  Mg^^ p a re c e  f î ja rse  especfficamente a sitios distintos del c e n ­
tre activo , y es el r'esponsable del com portam îento cooperatîvo de la 
enzim a en su estado soluble.
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1 0 2 . -  C re e m o s  que el complejo M g - A T P  no es el v e rd a d e ro  sustrato  
de la reacc îon .
1 1 2 , -  L o s  productos finales de la reacc io n  son inhib idores compétiti­
ves de la actividad enz im atica .
1 2 2 , -  E l D C C D  inhibe la A T P a s a  asociada a la m em brana pero  no 
la solubilizada.
1 3 2 , -  L a  A T P a s a  asociada a la m em brana  p rése n ta  dos energ îas  
de activacion distintas, con el punto de discontinuidad a los 18 2 C .
L a  A T P a s a  soluble tiene solo una e n e rg ia  de activacion.
238.
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